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Bioinformacijska analiza heterodimerizacije človeških α-aktininov-1 in -4 
α-Aktinini so proteini, ki sodelujejo pri povezovanju aktinskih filamentov v 
večdimenzionalne strukture. Na splošno so sestavljeni iz aktin-vezavne domene, osrednje 
paličaste domene in kalmodulinu podobne domene. Funkcionalno proteinsko enoto 
predstavlja antiparalelni homodimer. α-aktinin -1 in -4 sta bila dolgo časa obravnavna kot 
ločena homodimerna proteina, pred kratkim pa so raziskave potrdile obstoj njunih 
heterodimerov v rakavih celičnih linijah. Namen našega dela je bil z analizo zaporedij in 
modelov struktur ovrednotiti stabilnost heterodimera, tudi v luči fosforilacije 
aminokislinskih ostankov. Poravnava aminokislinskega zaporedja α-aktinina-2, katerega 
struktura je znana, z zaporedjem izooblik 1 in 4 kaže na visok delež identičnosti                            
(za izoobliko 1 78 %, za izoobliko 4 pa 75 %), kar nam je omogočilo pripravo modelov 
homodimerov in heterodimera izooblik 1 in 4 z relativno visoko stopnjo zanesljivosti. 
Stična površina  modela heterodimera so pokazali, da obsega 5.167,8 Å2, med 
podenotama pa prevladujejo hidrofobne interakcije, kar potrjujejo tudi rezultati  analize s 
strežnikom InterProSurf. To dejstvo potrjuje še negativna vrednost ΔiG (-28 kcal/mol), ki 
predstavlja merilo za tvorbo hidrofobnih interakcij. Vrednost je bila izračunana z orodjem 
PDBePISA. Na osnovi podatkov strežnika InterProSurf in spletnega orodja PDBePISA 
predvidevamo, da je na stični površini med podenotama heterodimera vključenih 94 
aminokislinskih ostankov α-aktinina-1, pri α-aktininu-4 pa 100. Preko napovedi 
fosforilacije s strežnikom NetPhos 3.1 za napoved fosforilacijskih mest in pa podatkovnih 
baz o fosforilaciji proteinov qPhos in EPSD predpostavljamo 4 (α-aktinin-1) oziroma 6 
(α-aktinin-4) fosforilacijskih mest, ki se nahajajo na stični površini podenot in bi kot taka 
lahko potencialno imela vpliv na stabilnost heterodimera. 











Bioinformatic analysis of heterodimer formation between α-actinin-1 and -4  
α-Actinins are proteins that are involved in the formation of multidimensional structures 
of actin filaments. Their general structure consists of three domains: actin-binding 
domain, central rod domain and calmodulin-like domain. The physiologically active form 
is represented by antiparallel homodimers. In general, α-actinin-1 and α-actinin-4 are 
considered as different homodimeric entities, but recent studies have confirmed the 
existence of heterodimers in cancer cell lines. The purpose of our work was to evaluate 
the stability of the heterodimer by analyzing sequences and structural models, also in the 
aspect of phosphorylation of amino acid residues. Alignment results of the sequences                 
α-actinin-2, α-actinin-1 and α-actinin-4 have shown a high percentage of amino acid 
identity (for isoform 1 78.26%, for isoform 4 75.00%). This allowed us to prepare a model 
of homodimer and heterodimer of isoforms 1 and 4 based on the structure of α-a ctinin-2 
with a relatively high degree of reliability. The analysis of the interface in the 3D 
structural model of the heterodimer predicted the interface of 5167.8 Å2 and ΔiG = -28 
kcal/mol, which represents the tendency for hydrophobic interactions. For its interface 
hydrophobic interactions were predicted and confirmed by the results of the InterProSurf 
server. Based on the data provided by InterProSurf and PDBePISA, we determine 94 
interaction amino acids in the α-actinin-1 chain and 100 interaction amino acids in the α-
actinin-4 chain. Based on results provided by NetPhos 3.1 server for the prediction of 
phosphorylation sites and databases of protein phosphorylation - qPhos and EPSD, we 
assume 4  (α-actinin-1) and 6 (α-actinin-4) phosphorylation sites, respectively, located on 
the interface surface of the subunits and as such could potentially affect the stability of 
the heterodimer. 
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 Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
ABD – domena                  aktin-vezavna domena 
ak-zaporedje                      aminokislinsko zaporedje 
BLAST                                angl. Basic Local Alignment Search Tool 
BioGRID                             angl. Biological General Repository for Interaction Datasets 
dbPTM                                angl. database of protein post-translational modifications (PTMs). 
DbPPT                                 angl. database of Phosphorylation site in Plants 
dbPAF                                 angl. Database of Phospo-site in Animals and Fungi 
CaMD                                   kalmodulinu podobna domena  
EMBL                                  angl. European Molecular Biology Laboratory  
ExPASy                               angl. Expert Protein Analysis System 
nt-zaporedje                     nukleotidno zaporedje 
NMR                                 jedrska magnetna resnonanca 
PDB                                  angl. Protein Data Bank 
















































1  Uvod  
1.1 Citoskelet 
Citoskelet je kompleksen preplet proteinskih filamentov v evkariontskih celicah, ki 
nastanejo s polimerizacijo različnih monomernih enot. S pojmom citoskelet se v 
evkariontski celici označuje morfološko in strukturno komponento, ki celici zagotavlja 
vrsto različnih fizioloških lastnosti, kot so: sposobnost gibanja in spreminjanja oblike, 
reorganizacijo celičnih organelov, potek eksocitoze in endocitoze, celično delitev (mitoza 
in mejoza) ter nastanek medceličnih stikov. Citoskelet je strukturna značilnost izključno 
evkariontskih celic, kljub temu, da je bila prisotnost podobnih proteinov dokazana tudi v 
prokariontskih sistemih. Še posebej pomembno vlogo ima citoskelet v živalskih celicah, 
katerim nudi trdnost in odpornost na zunanje mehanske pritiske, saj jih obdaja le 
razmeroma tanka plazemska membrana, ki jim ne nudi zaščite pred mehanskimi 
deformacijami [1]. Deli citoskeleta se razvrščajo v tri glavne skupine: mikrotubule, 
aktinske in intermediarne filamente. Posamezne skupine se ločijo glede na vrsto 
monomernega proteina, načinu polimerizacije, stabilnosti, strukturni in fiziološki vlogi 
[2].  
Mikrotubuli so polimeri heterodimernih α-in β-tubulinskih enot, ki tvorijo 
protofilamente, ti pa se v nadaljevanju sestavijo v cilindrično oblikovan mikrotubul. 
Mikrotubuli so mesta v celici, preko katerih ob asociaciji z motornimi proteini kinezini 
in dineini poteka vezikularni transport. V nadaljevanju mikrotubuli sodelujejo tudi pri 
oblikovanju evkariontskih gibalnih struktur kot so bički in cilije [3]. Intermediarni 
filamenti obsegajo izredno heterogeno proteinsko družino, pri vretenčarjih se v to družino 
uvršča več kot 65 različnih proteinov. Pomembni so pri vzpostavljanju celičnih stikov, 
kot so dezmosomi in hemidezmosomi; v jedru oblikujejo zaščitni ovoj okoli molekule 
DNA [1], njihova glavna funkcija je zaščita celice pred mehanskimi pritiski iz okolice 
[2]. Aktinski filamenti se v celici povezujejo v večdimenzionalne strukture − mreže in 
snope. Imajo ključno vlogo pri  endocitozi, fagocitozi, celičnem premikanju, vzdrževanju 
ali spremembi celične oblike − ta je posledica stimulusa iz okolice. Preostale funkcije 








1.2 Aktinski citoskelet – mikrofilamenti 
Aktin je protein z molekulsko maso 42 kDa. Nahaja se v šestih izooblikah: treh α, eni β 
in dveh γ [5]. α-izooblika je značilna za skeletne, gladke in srčne mišične celice, med tem 
ko je β-izooblika najbolj razširjena in se nahaja v večini živalskih celic. γ-izooblika je 
prisotna v celicah gladkega mišičevja [6]. Aktin je v evkariontskem sistemu izredno 
ubikvitaren protein, predstavlja kar 10 % celotne sestave citosolnih proteinov. 
Mikrofilamenti so sestavljeni iz aktinskih podenot oz. enot G-aktina [4]. Oznaka G-aktin 
se nanaša na prosto, globularno obliko proteina. Ob polimerizaciji monomernih enot 
nastane fibrilarna oblika, zato se homopolimer imenuje F-aktin ali mikrofilament. 
Za mikrofilamente je značilna t.i polarizirana struktura. Ta pojem se nanaša na značilnost 
polimerizacije, in sicer na (+)-koncu je dodajanje monomernih enot prisotno v večji meri 
kot njihova disociacija. Na (-)-koncu je depolimerizacija pogostejši dogodek [2,4]. S 
povečevanjem ali zmanjševanjem deleža polimerizacije oziroma depolimerizacije se 
uravnava dolžina aktinskih filamentov. Pogoji, ki spodbujajo polimerizacijo so: visoka 
ionska moč ( cKCl > 50 mM), nevtralen do rahlo kisel značaj citosola, visoka koncentracija 
Mg2+-ionov in povišana temperatura medija. To v splošnem predstavlja pogoje, ki jih 
najdemo v celici. Zraven sestave medija vpliva na polimerizacijo tudi prisotnost 
določenih aktin-vezavnih proteinov in aktinskih ligandov, kot sta loidin ali latrunkulin A 
[5]. 
1.3 α-aktinin 
Kot je navedeno v poglavju 1.1, se aktinski filamenti povezujejo v snope in mreže. Pri 
oblikovanju takšnih struktur so nujno potrebni aktin-vezavni proteini, saj so odgovori za 
povezovanje aktinskih filamentov. Ti proteini s svojo velikostjo, zgradbo in 
fleksibilnostjo vplivajo na tip nastale strukture. α-aktinin je protein, ki sodeluje pri 
prečnem povezovanju aktinskih filamentov [7]. Uvršča se v spektrinsko proteinsko 
družino. V sesalskih celicah α-aktinin zapisujejo 4 geni, ki kodirajo 4 izooblike. α-aktinini 
se glede na vzorec izražanja, biokemijske lastnosti in tkivo, v katerem so prisotni, delijo 
v dve skupini: mišični izoobliki (α-aktinin-2 in α-aktinin-3) in nemišični izoobliki                          
(α-aktinin-1 in α-aktinin-4). Razen vrste tkiva, kjer se izooblike pojavljajo, se skupini 
razlikujeta v vplivu Ca2+-ionov na proteinsko funkcionalnost. Ca2+-ioni vplivajo le na 
delovanje nemišičnih izooblik. α-aktinin se izraža v  nemišičnem tkivu in gladkem ter 
prečnoprogastem mišičevju. V prečnoprogastem mišičnem tkivu pritrja aktinske 
filamente na Z-diske sarkomer (slika 1), in analogno v gladkem mišičevju na elemente 
imenovane »gosta telesa«. V nemišičnih celicah pa tvori tesne stike in stresne niti. Zraven 
mehanske funkcije, α-aktinini opravljajo pomembno vlogo pri vzpostavljanju povezav 
med citoskeletom in transmembranskimi proteini (npr.integrini), uravnavajo delovanje 
receptorjev in omogočajo integracijo citoskeletnih proteinov v signalizacijske poti [8].  





1.4 Splošna struktura α-aktinina 
Splošno strukturo α-aktinina (slika 2) predstavljajo: N-končna aktin-vezavna domena 
(ABD), ki se preko povezovalnega peptida (t.i. vrat) nadaljuje v paličasto domeno, 
sestavljeno iz štirih spektrinskih ponovitev. Tej sledi C-končna kalmodulinu podobna 
domena (CaMD). Funkcionalna enota α-aktinina je antiparalelni homodimer. 
Antiparalelna orientacija podenot zagotavlja prisotnost ABD in CaMD domen na obeh 
koncih dimera, in s tem daje možnost obojestranske vezave na aktinske filamente in 
njihovo asociacijo v  večdimenzionalne strukture  [8,9]. 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz med seboj povezanih aktinskih filamentov z  molekulami α-aktinina. Z 
rdečo je označen F-aktin, z modro α-aktinin. 
Slika 2: Prikaz strukture antiparalelnega homodimera α-aktinina-2 vrste Homo sapiens. A: Shema 
strukture z ozirom na proteinske domene. B: CH1- rdeča, CH2 - temno rdeča, spektrinske ponovitve - zelena, 
EF12 - vijolična, EF34 - modra. Slika je bila narejena s programom UCSF Chimera na podlagi znane strukture 
(PDB: 4D1E) [10].  




1.4.1 Aktin-vezavna domena 
Aktin-vezavna domena (ABD) se nahaja na N-koncu α-aktinina (slika 3). Sestavljena je 
iz para homolognih kalponinu podobnih domen (CH1 in CH2). Osrednji del posamezne 
kalponinu podobne domene oblikujejo štiri α-vijačnice (A, C, E in G). Vijačnici C in G 
sta postavljeni vzporedno ena glede na drugo in pozicionirani med vijačnici A in E. 
Domeni vsebujeta še dve dodatni, krajši vijačnici B in F. Na domeni ABD so tri vezavna 
mesta za aktin [8]. 
 
Slika 3:  Prikaz strukture aktin vezavne domene α-aktinina-1 (A) in α-aktinina-4 (B) vrste Homo 
sapiens. Na sliki je prikazana struktura ABD domene: z rdečo in oranžno sta označeni CH1 domeni in z 
temno rdečo CH2 domeni. Rumeno je prikazan povezovalni peptid med CH domenama. S črkami A, B, C, 
E, F, G so označene vijačnice, ki sestavljajo CH domene. Slika je bila narejena s programom UCSF Chimera 
na podlagi znanih struktur (PDB: α-aktinin-1 (2EYN) in α-aktinin-4 (6O31)) [10]. 
1.4.2 Paličasta domena 
Osredja paličasta domena (slika 4) zajema štiri zaporedne spektrinske ponovitve (SP1, 
SP2, SP3, SP4), ki v dolžino merijo skupno 240 Å. Število ponovitev se med evolucijsko 
bolj oddaljenimi organizmi razlikuje. Strukturno gledano zajema vsaka izmed 
spektrinskih ponovitev sveženj treh vijačnic, ki so ovite ena okoli druge. Sosednji 
spektrinski ponovitvi sta povezani preko daljše, povezovalne α-vijačnice [8,11]. 
Paličasti domeni monomerov sta najpomembnejši faktor za nastanek antiparalelnega 
dimera, hkrati pa sta tudi mesto za vezavo drugih proteinov. Homodimer se nahaja v 
konformaciji zavitih vijačnic z 12° kotom nagiba glede na horizontalno oz. dolgo os 
dimera in z 90° kotom zasuka med domenama [11,12]. Na stični površini domen prihaja 
med aminokislinskimi ostanki do interakcij, od katerih je 42% polarnih in 58 % 
nepolarnih. 11% stične površine vsake podenote je za topilo nedostopno območje. 
Elektrostatski naboj se na površju spektrinskih ponovitev postopno spreminja od 




bazičnega SP1 (N-konec) do kislega SP4 (C-konec) in predstavlja stabilizacijsko silo za 
tvorbo antiparalelne orientacije podenot (Kd = 10 pM) znotraj dimera [8]. Dodatno 
stabilnost dimera zagotavljajo aromatske interakcije zlaganja in hidrofobne interakcije, 
ki nudijo stabilnost sekundarnim strukturam spektrinskih ponovitev [13]. Spektrinske 
ponovitve so z ABD-domeno povezane preko delno fleksibilne regije (vrat), ki omogoča 
različno orientacijo ABD-domene in s tem tudi nastanek različnih aktinskih 
večdimenzionalnih struktur [14,8].  
1.4.3 Kalmodulinu podobna domena 
C-končni del proteina predstavlja kalmodulinu podobna domena (CaMD). Zgrajena je iz 
dveh parov strukturnih elementov, imenovanih EF-dlani (EF1-2 in EF3-4; slika 5).                 
EF-dlan je zgrajena iz motiva vijačnica-zavoj-vijačnica. Domena je vključena v vezavo 
znotrajceličnega kalcija. Ponavadi so EF-dlani pojavljajo v tandemu, tako da tvorijo 
globularno domeno, ki lahko koordinira dva Ca2+-iona. Vezava Ca2+-ionov vodi do 
konformacijske spremembe, kar povzroči preureditev α-vijačnic in s tem izpostavitev 
hidrofobnih aminokislinskih ostankov na površini proteina, preko katerih α-aktinin 
interagira s tarčnimi proteini. Tekom evolucije so se zaradi mutacij v tej domeni razvili 
proteini, ki vsebujejo EF-dlani, a so hkrati neobčutljivi na spremembe v koncentraciji 
znotrajceličnega kalcija. Primera takšnih proteinov sta tudi mišični izoobliki                                         





Slika 4: Prikaz strukture paličaste domene homodimera α-aktinina-2 (Homo sapiens). Na sliki so 
vidne spektrinske ponovitve: SP1 - modra, SP2 - zelena, SP3 - roza, SP4 - rdeča. Rjavo obarvani deli 
strukture predstavljajo povezovalne vijačnice med spektrinskimi ponovitvami. Slika je bila narejena s 
programom UCSF Chimera na podlagi znane strukture (PDB: 4D1E) [10]. 
Slika 5: Prikaz apo oblike kalmodulinu podobne domene α-aktinina-2 (Homo sapiens). Na sliki so 
vidni EF-strukturni motivi: EF1 - oranžna, EF2 - modra , EF34 - zelena. Slika je bila narejena s programom 
UCSF Chimera na podlagi znane strukture (PDB: 2N8Z) [10]. 
 




1.5 Izooblike α-aktinina  
1.5.1 α-aktinin-4 
Gen za α-aktinin-4 je lociran na kromosomu 19q13.2 in je sestavljen iz 23 eksonov. 
Značilna sta dva vzorca alternativnega izrezovanja eksona 19 in eksona 8, ki dajeta štiri 
različne variante: α-aktinin-4 (19a), α-aktinin-4 (19b), α-aktinin-4 (8a) in α-aktinin-4 
(8b). Variante so prisotne v različnih tkivih in se razlikujejo tudi v vplivu Ca2+-ionov na 
delovanje proteina. α-aktinin-4 (19a) in α-aktinin-4 (8a) sta prisotna v večini celičnih 
tipov, α-aktinin-4 (19b) in α-aktinin-4 (8b) pa prvenstveno v celicah centralnega živčnega 
sistema (CŽS). Le na funkcionalnost α-aktinina-4 (19b) prisotnost Ca2+-ionov ne vpliva. 
Prav tako se predvideva, da alternativno izrezovanje eksona 8 ni povezano s 
senzitivnostjo na  spremembe v  koncentraciji Ca2+-ionov. Zrela oblika neskrajšanega 
proteina obsega 911 aminokislinskih ostankov [15].    
V primerjavi z α-aktininom-1 se α-aktinina-4  koncentrira v citoplazemskih delih, kjer se 
ustvarjajo stresne niti. Vključen je tudi v tvorbo lamelopodijev, tesnih in fokalnih stikov 
[15]. V rakavih celicah pripomore k večji stopnji invazije v tkiva in metastaziranja. 
Povišana koncentracija α-aktinina-4 je bila dokazana v različnih tipih humanih 
epitelijskih karcinomov, kot so: kolorektalni, rak dojk in jajčnikov. Honda in sodelavci 
so s svojimi eksperimenti odkrili, da v rakavih celicah α-aktinin-4  pridobi novo funkcijo; 
ima namreč zmožnost translokacije v jedro, kjer deluje kot transkripcijskih faktor [22]. 
Ta lastnosti pri α-aktininu-1 ni bila opažena. Mutacije v genu α-aktinina-4 prav tako 
vodijo v nastanek familiarne segmentalne fokalne glomeruloskleroze, ki se kaže kot 
proteinurija in postopna odpoved ledvic [15-17]. 
1.5.2 α-aktinin-1 
Gen za α-aktinin-1 se nahaja na kromosomu 14q24.1 in 14q22-q24 ter vsebuje 23 
eksonov. Značilni so trije vzorci alternativnega izrezovanja eksona 19 in dajejo tri 
različne variante: α-aktinin-1(19a), α-aktinin-1 (19b) in α-aktinin-1 (19a+b). Variante 
imajo različen tkivno specifičen vzorec izražanja in se razlikujejo tudi v vplivu                     
Ca2+-ionov na delovanje proteina. α-aktinin-1(19a) je prisoten v večini celičnih tipov,               
α-aktinin-1(19b) se izraža v gladkem in prečnoprogastem mišičnem tkivu ter v celicah 
CŽS, kjer se tudi nahaja α-aktinin-1(19a+b). Le na funkcionalnost α-aktinina-1 (19b) 
prisotnost Ca2+-ionov ne vpliva. Zrela oblika neskrajšanega proteina obsega 892 
aminokislinskih ostankov [15].  
α-aktinin-1 je vključen v tvorbo stresnih niti, fokalnih in adhezijskih stikov ter povezuje 
aktinske filamente v tesne paralelne snope. Interagira z mnogimi proteini, kot so: 
integrini, vinkulin in različne medcelične adhezijske molekule [17]. Mutacije v                   
ABD-domeni  α-aktinina-1 povzročijo večjo afiniteto do vezave na F-aktin. Posledice teh 
mutacij se kažejo zgolj v trombocitih, kjer vodijo v nastanek kongenitalne 




makrotrombocitopenije [18]. Prav tako so Yang C. in sod. v raziskavi potrdili, da je                   
α-aktinin-1 vključen v aktivacijo mezangialnih ledvičnih celic in bi se lahko uporabljal  v 
diagnostične namene kot indikator kronične ledvične bolezni (glomerulne bolezni) [17]. 
Nedavna raziskava Kovac in sod. dokazuje, da povišana ekspresija α-aktinina-1 povzroča 
destabilizacijo stikov z E-katherini, kar v skupnem pripomore k večji stopnji migracije 
celic karcinoma dojk [19]. V normalnih možganskih celicah je koncentracija                                     
α-aktinina-1 izjemno nizka, med tem ko je bila v možganskih tumorjih – astrocitomih 
dokazana povišana koncentracija α-aktinina-1, ki je povezana z višjim nivojem celične 
proliferacije [20]. 
1.5.3 Heterodimerizacija  α-aktinina-1 in -4 
Do leta 2014 so raziskave obravnavale α-aktinin-1 in-4 kot ločena homodimerna proteina. 
Ta si razen prisotnosti v nemišičnem tkivu ne delita veliko skupnih lastnosti. Nemišični 
izoobliki se razlikujeta v celični lokalizaciji, prav tako se pogosto pojavlja, da imata 
nasprotujočo si vlogo pri celičnih procesih, kot so: migracija, proliferacija in adhezija. 
Bioinformatske analize nemišičnih izooblik α-aktininov so pokazale, da je delež 
identičnosti med aminokislinskimi zaporedji α-aktinina-1 in-4 87%. Ker v večji meri  na 
potek dimerizacije vpliva stična površina med paličastima domenama podenot, je bila s 
strežnikom ConSurf opravljena karakterizacija le-te. Rezultati so pokazali, da je stična 
površina med izooblikami 1, 2 in 4 zelo dobro ohranjena, med tem ko so preostali 
aminokislinski ostanki izredno neohranjeni. Ta podatek indicira, da je med omenjenimi 
izooblikami  mogoča heterodimerizacija [15, 21]. 
Foley in sodelavci so izvedli vrsto eksperimentov, v katerih so potrdili obstoj 
heterodimerov izooblik 1 in  4 v različnih rakavih celičnih linijah, ne pa tudi v nerakavih 
celičnih linijah. Kot presenetljivo dejstvo se je izkazalo, da so bili v rakavih celičnih 
linijah heterodimeri prisotni v večji meri kot homodimeri izooblik 1 in 4 (25% 
homodimerov in 50% heterodimerov). Z nadaljnjimi eksperimenti so pokazali, da je delež 
heterodimerov odvisen od nivoja ekspresije posameznih izooblik ter da zmanjšanje  
nivoja ekspresije ene od izooblik vodi v zmanjšanje deleža heterodimernih enot. V svojih 
rezultatih predvidevajo, da sprva  preferenčno nastanejo homodimeri, vendar se enote 
postopno izmenjajo, kar vodi v nastanek heterodimerov. To poteka vse dokler ni doseženo 
ravnotežno stanje med homo in heterodimeri.  Njihovi nadaljnji izsledki so pokazali, da 
povišan nivo izražanja α-aktinina-4 lahko povzroči razpad homodimerov α-aktinina-1 in 
hkratno povišanje deleža heterodimerov. Predvidevajo tudi, da bi lahko heterodimeri                                          
α-aktinin-1 in -4 imeli specifične tumorigene lastnosti in funkcije, ki lahko vplivajo na 
proces metastaziranja, kar pa za homodimerene oblike ni značilno [15, 21]. 
 
 




2  Namen del 
 
Heterodimerizacija nemišičnih izooblik α-aktininov je bila do sedaj dokazana le v trajnih 
rakavih celičnih linijah, kjer so bili v primerjavi s homodimeri heterodimeri                                     
α-aktininov-1 in-4 prevladujoče strukture. To nakazuje na dejstvo, da bi lahko bila 
heterodimerizacija posledica fizioloških sprememb, prisotnih v rakavih celicah [15, 22]. 
Na potek heterodimerizacije bi potencialno lahko vplivale tudi določene strukture 
lastnosti, ki so specifične za nemišične izooblike α-aktininov. Med vsem izooblikami          
α-aktininov, je bila v celoti določena le struktura α-aktinina-2, za nemišični izoobliki so 
znani le deli proteinske strukture [12]. Namen dela je bil, da bi z uporabo metod 
homolognega modeliranja napovedali 3D-strukturo paličaste domene heterodimera                  
α-aktinina-1 in -4 vrste Homo sapiens, s spletnimi orodji preučili interakcije vzdolž stične 
površine monomerov in fosforilacijska mesta, ki bi morda lahko vodila v nastanek  
heterodimerne strukture v rakavih celicah. 
2.1 Hipoteze 
1. Na osnovi dejstva, da je bil obstoj heterodimerov α-aktinina-1 in-4 dokazan v 
pogojih in vivo, predvidevamo, da so v kontakte vključeni aminokislinski ostanki na 
stični površini med podenotama ohranjeni in omogočajo nastanek stabilnega 
heterodimera. 
2. Predpostavljamo, da  na stični površini  heterodimera obstajajo takšna interakcijska 
mesta, ki so podvržena fosforilaciji.




3 Materiali in metode 
3.1 Bioinformacijske analize 
Bioinformatika obsega interdisciplinarno področje razvoja metod in programskih orodij, 
ki pripomorejo k razumevanju ogromne količine podatkov, prisotnih v  bioloških sistemih 
[23]. Luscombe in sod. izpostavljajo, da so glavni cilji bioinformatike: organizacija 
podatkov in tvorba informacije uporabne za raziskovalce, razvoj orodij in virov za analizo 
podatkov ter nenazadnje  njihova interpretacija [24]. 
3.1.1 Modeliranje na osnovi homologije 
Eksperimentalna določitev 3D-strukture proteinov poteka z uporabo različnih metod (npr. 
rentgensko kristalografijo, NMR, krioelektronsko mikroskopijo,…), a slednje so lahko v 
raziskavah finančno in časovno obremenjujoč faktor. V kolikor za potrebe raziskave 
zadostuje že približek proteinske strukture, se programi in strežniki za modeliranje 
struktur na osnovi homologije izkažejo kot ustrezen del metodologije [25] . 
Homologno modeliranje oziroma primerjalno modeliranje velja za najbolj natančen in 
posledično tudi najširše uporabljen pristop za napovedovanje strukture proteinov. 
Modeliranje na osnovi homologije temelji na empiričnem dognanju, da imajo evolucijsko 
ohranjene proteinske domene podobno 3D-strukturo. Le-ta je v večini primerov veliko 
bolj ohranjena kot aminokislinsko zaporedje ali molekulska funkcija proteina. Osnova za 
izgradnjo 3D-strukturnega modela proteina je poravnava tarčnega aminokislinskega 
zaporedja z zaporedji proteinov z znano strukturo (predloga), pri čemer mora identičnost 
primerjanih zaporedij znašati med 20-30 %, da se lahko v končnem koraku ustvari 
relevanten strukturni model [26]. V splošnem je pristop modeliranja na osnovi 
homologije sestavljen iz naslednjih stopenj: 
1. Identifikacija predloge je osnovana na iskanju sorodnih zaporedij z uporabo metod 
BLAST ali PSI-BLAST. Te dano zaporedje poravnajo z zaporedjem z znano 
strukturo, shranjeno v PDB. Temu sledi stopnja popravljanja poravnave, predvsem 
kadar poskušamo ustvariti poravnavo dveh zaporedij z nizkim deležem identičnosti. 
To poteka z uporabo  programov za poravnavo več zaporedij (npr. CLUSTAL 
Omega, T-COFFE), ki ustvarijo poravnavo zaporedij na osnovi insercij in delecij 
[27, 28]. 
2. Gradnja ogrodja strukture (atomi Cα) na osnovi poravnanih regij. S tem, ko 
ustvarimo optimalno poravnavo zaporedij predloge in tarče, se koordinate izredno 
ohranjenih aminokislinskih ostankov predloge uporabijo kot koordinate poravnanih 
ostankov tarčnega zaporedja [27, 28]. 




3.  Naslednja stopnja predstavlja modeliranje zank. Zaradi insercij in delecij se v 
poravnavi zaporedja pojavljajo vrzeli. Te se v modelu odražajo kot »luknje«, ki jih 
lahko zapolnijo zanke in zavoji. Predvidevanje konformacijskih sprememb le-teh pa 
je pogosto oteženo. Zato se na osnovi minimizacije energije (Monte Carlo, 
molekulska dinamika) ali že znanih struktur zank in zavojev v PDB poišče 
najugodnejša konformacija zanke ali zavoja [27, 28]. 
4. Modeliranje stranskih skupin aminokislinskih ostankov je pomemben korak, saj 
stranske skupine sodelujejo pri vzpostavljanju interakcij na stični površini med 
proteinoma in v aktivnem mestu proteina pri interakcijah z ligandom [27, 28]. 
5. Optimizacija modela poteka v več zaporednih stopnjah minimizacije energije za 
orientacijo stranskih verig, zank in zavojev. 
6. Ocena kvalitete modela. Tekom ustvarjanja modela nastanejo številne napake, ki so 
odvisne predvsem od deleža identičnosti med predlogo in tarčnim zaporedjem in od 
deleža napak ustvarjenih v sami predlogi. Validacija  je nujna, saj kvaliteta modelov 
določa  njihovo aplikacijo na znanstvenem področju [27]. 
Na spletu je danes dostopnih mnogo avtomatiziranih strežnikov za modeliranje npr. 
SWISS- MODEL, Robetta, I-TASSER, Phyre2  ali Modeller. 
3.1.2 Metode za poravnavo zaporedij 
Kot že prej omenjeno, prvi korak v procesu homolognega modeliranja  predstavlja 
poravnava ak-zaporedja tarčnega proteina in predloge. Obstajajo različne metode za 
poravnavo para zaporedij; nekatere omogočajo globalno oziroma lokalno poravnavo, 
znane so pa tudi metode za poravnavo več zaporedij. Poravnave, ki jih generirajo te 
metode, so ovrednotene z uporabo utežne matrike, preko katere se izračuna ocena 
podobnosti med danimi sekvencami [29]. 
Če je za poravnani zaporedij značilen statistično signifikanten delež podobnosti, torej da 
le-ta ni posledica naključij; lahko predvidevamo, da imata poravnani zaporedij skupen 
evolucijskih izvor. V nadaljevanju je moč pričakovati, da se lahko podobnost ali v 
določenih delih identičnost odseva tudi na nivoju 3D-proteinske strukture [27]. 
Metode za poravnavo se na osnovi kompleksnosti informacije o zaporedij delijo v tri 
skupine:  
1. metode za poravnavo para zaporedij, 
2. profilno-sekvenčne poravnave na osnovi skritih modelov Markova, 
3. profilno-profilne poravnave. 
 




Metode za poravnavo para aminokislinskih zaporedij uporabijo za ustvarjanje poravnave 
le par danih zaporedij, matriko zamenjav in algoritem za poravnavo. Te metode nudijo  
podatke o statistični relevantnosti poravnav in so uporabne za iskanje po podatkovnih 
zbirkah zaporedij. V to skupino metod se uvršča orodje BLAST. Profilno-sekvenčne 
poravnave na osnovi skritih modelov Markova so uporabne za tvorbo poravnav 
evolucijsko bolj oddaljenih zaporedij. Te metode podajo statistični model, zgrajen na 
osnovi skupine sorodnih zaporedij, iz katerega je moč razbrati mesta, kjer se najverjetneje 
pojavljajo insercije in delecije. Primerjava ustvarjenega profila z zaporedji iz podatkovnih 
zbirk omogoča natančnejšo detekcijo homologov. Primer takšne metode je PSI-BLAST. 
Profilno-profilne metode za poravnavo lahko zaznajo evolucijsko zelo oddaljene odnose 
med zaporedij. Pri izdelavi poravnave med seboj primerjajo dva  profila, namesto profila 
in posameznega zaporedja [27, 29]. 
3.1.3 Metode za poravnavo več zaporedij 
Metode za poravnavo več zaporedij so namenjene za generiranje poravnav množice 
homolognih zaporedij, ki so bile ustvarjene s prej opisanimi metodami. Na osnovi skupine 
zaporedij naredijo poravnavo, v kateri stolpci simbolizirajo evolucijsko                       
(strukturno) enake ak-ostanke. Sodobnejše metode za poravnavo več zaporedij 
uporabljajo hervističen pristop, z imenom progresivna poravnava. Osnovni princip 
temelji na izgradnji vodilnega drevesa za poravnavo, narejenega iz parov podobnih 
zaporedij. Najprej poravnajo najbolj sorodna zaporedja, postopoma se vključujejo in med 
seboj poravnajo še ostala zaporedja. ClustalW je eno izmed prvih orodij, ki je osnovano 
















3.2 Bioinformacijska orodja 
3.2.1 Uniprot 
UniProt je primarna prosto dostopna podatkovna zbirka proteinskih zaporedij in njim 
pripadajočih funkcijskih pripisov oz. anotacij. Sestavljena je iz štirih zbirk : 
1. UniProt Knowledgebase (UniProtKB), ki se deli na dva dela:  UniProtKB/Swiss-
Prot  in UniProtKB/TrEMBL. Za prvi del so značilni ročno dodani vnosi z 
informacijami iz literature, UniProtKB/TrEMBL pa vsebuje le avtomatsko 
ustvarjene pripise. 
2. UniProt Archive (UniParc)  je neredundančna zbirka z vsemi javno dostopnimi  
proteinskimi zaporedij. 
3. Zbirka UniProt Reference Clusters (UniRef) vsebuje zaporedja združena iz UniProt-
KB (tudi izooblike posameznih proteinov) ter iz UniParc podatkovnih zbirk, katerih 
število se zaradi  načina organizacije zmanjša in vodi v hitrejše iskanje podobnih 
sekvenc. 
4. UniProt Metagenomic and Environmental Sequence (UniMES) je prosto dostopna 
zbirka metagenomskih podatkov [30]. 
Uniprot podatkovno zbirko smo uporabili za pridobitev aminokislinskih zaporedij 
paličaste domene α-aktinina-1, α-aktinina-2 in α-aktinina-4 za tri različne organizme: 
Homo sapiens, Bos taurus in Mus musculus. V okno za vnos smo vnesli ime 









Slika 6:Iskanje aminokislinskih zaporedij za α-aktinin s podatkovno zbirko UniProt. Kot primer 
iskalnega niza je naveden α-aktinin-1. 




3.2.2  BLAST 
BLAST (Basic Logical Alignment Search Tool) je algoritem in program za izdelavo 
lokalne poravnave para bioloških zaporedij (nukleotidno ali aminokislinsko zaporedje). 
Sodi med t.i hevristične metode, kar pomeni, da je poravnava narejena v relativno 
kratkem času, ni pa nujno, da je matematično najugodnejša. Iskalni niz (aminokislinsko 
ali nukleotidno zaporedje) se primerja s podatkovno zbirko zaporedij in kot rezultat 
ustvari knjižnico zaporedij, za katere je značilna stopnja ujemanja z iskanim zaporedjem 
nad določenim pragom. Zraven poravnave BLAST poda tudi E-vrednost (angl .expected), 
statistično informacijo o relevantnosti posamezne poravnave znotraj knjižnice rezultatov. 
Obstaja več izvedb BLAST-a za primerjavo različnih kombinacij ak- ali nt-iskalnih nizov 
po podatkovnih zbirkah ak- in nt-zaporedij (blastn, blastp, blastx, tblastn). Npr. blastp kot 
iskalni niz sprejme aminokislinsko zaporedje, rezultat pa je nabor aminokislinskih 
zaporedij shranjenih v proteinski podatkovni zbirki. Dostopen je  na strežniku NCBI ali 
kot lokalno naložen program, ki se upravlja v okviru ukazne vrstice [31, 32]. 
Algoritem BLAST je bil uporabljen za poravnavo dveh proteinskih zaporedij (angl. Align 
two or more sequences «). Vhodne podatke (slika 7) so predstavljale datoteke z zaporedji 
v formatu FASTA, ki smo jih predhodno izvozili iz podatkovne baze UniProt. Tarčno 
zaporedje (angl. query sequence) je predstavljalo zaporedje α-aktinina-2 (Homo sapiens). 
To zaporedje je bilo poravnano z zaporedji (angl. subject sequence) α-aktinina-1 (Homo 
sapiens) in α-aktinina-4 (Homo sapiens).  Pri poravnavah, kjer smo opazovali evolucijsko 
ohranjenost aminokislinskih zaporedij posamezne izooblike α-aktinina, pa so tarčno 
zaporedje predstavljala zaporedja proteinov vrste Homo sapiens in so bila primerjana z 
zaporedji vrst Mus musculus in Bos taurus. 
Slika 7: Vhodna stran algoritma BLAST za poravnavo para zaporedij. 




3.2.3 CLUSTAL OMEGA 
ClustalΩ je najnovejši program iz serije CLUSTAL za poravnavo več zaporedij. Za 
tvorbo poravnav uporablja semena za nastanek vodilnih dreves in HMM                                   
profilno – profilne tehnike. Lahko se uporablja kot naložen program v različnih 
operacijskih sistemih, dostopen je tudi na spletnem strežniku EMBL-EBI (EMBLs 
European Bioinformatics Institute). Kot vhodne podatke lahko sprejme direktno nt- ali 
ak- zaporedje v različnih formatih (FASTA; GenBnnk, GCG, EMBL ipd) ali naložene 
datoteke. Rezultati, ki nam jih program ponudi so: izrisana poravnava  zaporedij, matriko 
z deleži identičnosti med posameznimi zaporedij – PID (Precent Identity Matrix) ter  
razvrstitev zaporedij v vodilno in filogenetsko drevo [34-35]. 
Tekstovne datoteke z zaporedij so bile uporabljene za  izdelavo poravnave s programom 







Slika 8: Vhodne nastavitve programa Clustal Omega za poravnavo več zaporedij. 




3.2.4 SWISS -MODEL 
Strežnik  SWISS-MODEL Workspace  je prosto dostopno spletno delovno okolje, v 
katerem je uporabniku omogočeno izračunavanje in shranjevanje rezultatov za 
oblikovanje homolognih modelov. Hkrati ponuja dostop do programske opreme in 
podatkovnih baz, potrebnih za izvedbo štiri poglavitnih stopenj homolognega 
modeliranja:  
1. iskanje eksperimentalnih strukturnih predlog homolognih tarčnemu proteinu, 
2. poravnavo tarčne proteinske sekvence z eno ali več sekvencami predloge, 
3. gradnjo enega ali več modelov za tarčni protein, 
4. ocenitev kvalitete ustvarjenega modela [26, 29]. 
 
Je brezplačno dostopen preko spletnega strežnika ExPASy, uporabljamo ga lahko tudi v 
okviru programa DeepView. Najpogosteje se tarčno aminokislinsko zaporedje vnese v 
sledečih formatih: FASTA, Clustal ali vpišemo le UniProtKB dostopno kodo (angl. 
accession code). Po vnosu tarčnega aminokislinskega zaporedja program predstavi 
rezultate kot tabelo potencialnih predlog za generiranje modela, v kateri je navedeno: ime 
proteinske predloge modela, delež identičnosti med tarčnim zaporedjem in predlogo, 
ocena natančnosti terciarne strukture modela - GMQE, ocena kvalitete kvartarne strukture 
– QSQE, QMEAN- ocena zanesljivosti geometrijskih lastnosti ipd. Po izbiri želene 
predloge program ustvari knjižnico modelov. Za model so podani naslednji podatki: 
datoteka s koordinatami modela in informacijami glede procesa modeliranja, oligomerno 
stanje modela, prisotni ligandi, ocena kvalitete modela, ponovno delež identičnosti med 
tarčnim zaporedjem in predlogo ter poravnava obravnavanih zaporedij [36]. 
Ocena kakovosti kvartarne strukture (QSQE) je numerična vrednost med 0 in 1. Odseva 
pričakovano natančnost kontaktov med verigami v ustvarjenem modelu, izdelanem na 
osnovi poravnave zaporedij in podano strukturo matrice. Vrednosti QSQE nad 0,7 
označujejo napovedano kvartarno strukturo kot zanesljivo [37]. QMEAN predstavlja 
globalno in lokalno oceno kakovosti na osnovi geometrijskih lastnosti danega modela. 
Vrednosti pod -4,0 so oznaka za modele s slabšo kakovostjo. Ocena kvalitete terciarne 
strukture  modela (GMQE) se nahaja znotraj intervala med 0 in 1, odseva pričakovano 
vrednost natančnosti modela, ki vključuje rezultate poravnave med tarčnim in matričnim 
zaporedjem ter rezultate metode za iskanje matrice [36].  
V iskalno okno smo ločeno vnesli zaporedja paličaste domene α-aktinina-1 in -4, ki so 
bila v FASTA formatu in shranjena v ločenih tekstovnih datotekah. Na osnovi 
razpoložljivih podatkov in primerjave zaporedij s Clustal Omega in BLAST smo se 
odločili, da bomo model 3D-strukture heterodimera paličaste domene  α-aktinina-1 in -4 
zgradili ( Homo sapiens) na osnovi zaporedja  α-aktinina-2 (Homo sapiens), katerega nam 
je strežnik predlagal kot matrico za izgradnjo modela. S strežnikom SWISS-MODEL sta 
bila ločeno konstruirana modela 3D-strukture dimera α-aktinina-1 in α-aktinina-4. Slika 
9 kaže vhodne nastavitve za izgradnjo homodimera α-aktinina-4. 




Slika 9: Vhodne nastavitve in vnos podatkov za izgradnjo modela 3D-strukture s strežnikom SWISS-
MODEL. 
3.2.5 PDB 
Protein Data Bank (PDB) označuje podatkovno zbirko z različnimi tipi podatkov o                    
3D-strukturi velikih bioloških molekul, kot so proteini in nukleinske kisline. Strukturni 
podatki molekul so ponavadi pridobljeni z rentgensko kristalografijo,                                         
NMR-spektroskopijo ali krioelektronsko mikroskopijo. Format datotek s strukturnimi 
podatki (koordinate atomov, njihovo ime, aminokislinski ostanek v zaporedju) se je 
spreminjal tekom razvoja zbirke. Prvotno se je uporabljal PDB format, katerega slabost 
je bila urejenost le strukturnih podatkov, ne pa tudi opomb. Pojavljale so se tudi omejitve 
na področju shranjevanja. Danes pa je standardno uporabljen format mmCIF  
(macromolecular Crystallographic Information Framework) brez omejitev na področju 
velikosti proteinske strukture, hkrati pa je enostavnejši za programsko procesiranje. 
Zbirka je prosto dostopna na spletnih straneh članskih organizacij (PDBe, PDBj, RCSB, 
BMRB). Za vizualizacijo strukturnih datotek se uporablja brezplačna, odprtokodna 
programska oprema s programi kot so: Jmol, Pymol, Rasmol in preizkusni programi                 
(npr. USCF Chimera) [38, 39].  
Podatkovno zbirko smo uporabili z namenom, da bi pridobili datoteke s proteinskimi 
strukturami in jih uporabili za grafično ponazoritev v programu USCF Chimera. 
3.2.6 GALAXY-WEB 
GALAXY-WEB označuje spletni strežnik, ki omogoča generiranje modela proteinske 
strukture, izboljšanje že obstoječega modela proteinske strukture ali proteinskega 
kompleksa in  napoved interakcij med proteini. Možnost izboljšave modela strukture 
proteinskega kompleksa zahteva  od uporabnika vnos modela v obliki datoteke  PDB in 
podatek o dolžini regije, na kateri se naj izvede izboljšava proteinske strukture. Rezultati 
so podani v obliki tabele, v kateri se nahaja 10 najboljših izboljšanih modelov. Za vsak 




model je podana: vrednost medfazne površine, izračunana s programom Naccess; 
MolProbity-vrednost, kiodseva fizikalne lastnosti modela; izboljšana energija modela in 
še drugi strukturni podatki [40]. 
Za potrebe izboljšave modela 3D-strukture heterodimera je bila na strežniku GALAXY-
WEB izbrana možnost (angl. Refine Complex) za izboljšanje modelov struktur 
proteinskih kompleksov. Vhodni podatki so bili podani v obliki datoteke PDB (slika 10). 
3.2.7 PDBePISA 
PDBePISa (Proteins, Interfaces, Structures and Assemblies)  predstavlja interaktivno 
spletno orodje dostopno na strežniku EMBL-EBI, ki omogoča analizo interakcijskih 
površin med makromolekulami v kristalni strukturi in s tem tudi napoved kvartarne 
strukture proteinskih kompleksov. Izračune strukture in kemijske lastnosti 
makromolekulskih površin in medfaznih površin med makromolekulami  so na voljo za 
celotno PDB podatkovno bazo ter uporabnikove lastne PDB ali mmCIF datoteke. 
Rezultati, ki jih orodje ponudi, so: predvidevano mono-ali multimerno stanje 
makromolekule, simetrijsko število, topilu dostopno in nedostopno površino,  vrednost 
Gibbsove proste energije za nastanek stične površine v proteinskem kompleksu, 
prisotnost oz. odsotnost solnih mostičkov, disulfidnih, vodikovih ali kovalentnih vezi 
[41].    
Slika 10: Vhodna stran spletnega strežnika GALAXY-WEB. 




Spletno orodje PDBePISa smo uporabili za pridobitev podatkov o interakcijskih površini 
v modelu  strukture heterodimera. Vhodni podatki so predstavljali model strukture v 
obliki datoteke PDB. To smo vnesli pod možnost »datoteka s koordinatami« (angl. 
Coordinate file) ( slika 11A), v nadaljevanju  pa za izpis rezultatov interakcijske površine 
izbrali razdelek« medfazna površina« ( angl. Interfaces) ( Slika 11B). 
3.2.8 InterProSurf 
Spletni strežnik InterProSurf nudi podatke o napovedi ak-ostankov proteinske strukture, 
ki najverjetneje tvorijo interakcije med proteinskim podenotami znotraj istega 
proteinskega kompleksa ali med različnimi proteini. Metoda za napoved interakcijskih 
ostankov vključuje podatke o: topilu dostopni površini posameznih ostankov v izoliranih 
proteinskih podenotah,  tendenci teh ostankov do tvorbe stične površine in »clustering« 
algoritmu, ki identificira dele proteinske površine, kjer se nahajajo ostanki z  največjo 
tendenco do tvorbe interakcijske površine. Vhodni podatki so lahko v obliki PDB 
dostopne kode ali pa uporabnik naloži lastne PDB datoteke s koordinatami proteinskega 
kompleksa. Program v proteinskem kompleksu analizira posamezne verige znotraj 
kompleksa. Rezultati so predstavljeni kot seznam interakcijskih ak-ostankov,  podana je 
njihova interakcijska površina in sprememba interakcijske površine vsakega ostanka ob 
tvorbi kompleksa. Rezultate je mogoče vizualizirati s programom Jmol [42]. 
Slika 11: Iskanje s spletnim orodjem PDBePISA. A: prikaz vhodnega iskalnega okna in vnosa podatkov 
v obliki datoteke PDB. B: pridobitev podatkov o interakcijah na stični površini pod razdelkom Medfazna 
površina (angl. Interfaces). 




Spletni strežnik InterProSurf je bil uporabljen kot orodje za analizo interakcijskih 
aminokislinskih ostankov na stični površini med podenotama v heterodimernem 
kompleksu α-aktinina-1 in-4.  Podatki ( slika 12) so bili vneseni v obliki PDB datoteke. 
Ta je vsebovala model strukture heterodimera. 
 
Slika 12 : Vhodna stran strežnika InterProSurf. Kot primer vhodnih podatkov je bila uporabljena 
datoteka PDB z modelom strukture heterodimera α-aktinina-1 in-4.   
3.2.9 NetPhos 
NetPhos je program dostopen na  DTU Health Tech spletnem portalu, ki na osnovi 
podanega aminokislinskega zaporedja prouči zaporedje okoli Ser, Thr in Tyr ostankov v 
zaporedju in s tem tudi verjetnost fosforilacije teh mest. Program za napoved uporablja 
umetne nevronske mreže, ustvarjene za prepoznavanje vzorcev pridobljenih iz 
podatkovne baze  zaporedij fosforiliranih proteinov – Phosphobase [23]. Napoved je 
mogoča za mesta, neodvisna od tipa proteina, ki mesto fosforilira ali pa le za mesta 
fosforilirana s strani kinaz. Vhodni podatki  se vnašajo v FASTA formatu. Rezultati so 
oblikovani kot tabela s podatki o: mestu  potencialno fosforiliranega ak-ostanka, kratkem 
odseku zaporedja, v katerem se ostanek nahaja, ocena napovedi fosforilacije in vrsti 
proteina, ki pri fosforilaciji sodeluje [43]. S programom NetPhos 3.1 smo pridobili 
podatke o potencialnih fosforilacijskih mestih za aminokislinska zaporedja človeškega       
α-aktinina-1 in -4. Kot vhodne nastavitve smo izbrali možnost za napoved fosforilacijskih 
mest za tri različne aminokislinske ostanke (Ser, Thr, Tyr) in prag za oceno, ki jo program 
pripiše vsakemu potencialnemu ostanku, nastavili na vrednost 0,5 (slika 13). 





Slika 13: Vhodna stran programa NetPhos 3.1 in začetne nastavitve. Za vnos aminokislinskega 
zaporedja v obliki FASTA je bila uporabljena tekstovna datoteka z zaporedjem α-aktinina-4. 
3.2.10 EPSD 
EPSD (Eukaryotic phosporylation site database) predstavlja podatkovno zbirko osnovano 
na več kot 106 eksperimentalno potrjenih fosforilacijskih mestih znotraj pribl. 200.000 
fosfoproteinov zbranih iz 68 evkariontskih vrst. Osnovana je na dveh predhodno 
obstoječih zbirkah dbPPT in dbPAF, le da je v EPSD bazo vključenih manj anotacij. 
Podatkovna zbirka  EPSD je še dodatno razširjena s podatki o fosforilacijskih mestih iz 
trinajstih drugih  javno dostopnih podatkovnih zbirk o fosforilacijskih mestih 
(Phospho.ELM, PhosphoSitePlus, dbPTM, PhosphoPep, PHOSIDA, PhosPhAt, P3DB, 
SysPTM, BioGRID, MPPD, FPD, HPRD, UniProt) [24]. Vhodne podatke lahko  
vnašamo v obliki: EPSD identifikacijske kode, UniProt dostopne kode, imena proteina 
ali gena. Rezultati iskanja so prikazani v obliki tabele, ki vsebuje: EPSD identifikacijsko 
kodo, Uniprot-dostopno kodo, ime gena in proteina ter podatek o vrsti organizma, v 
katerem se protein nahaja [44]. 




Podatkovna zbirka EPSD je bila uporabljena za pridobitev eksperimentalnih podatkov 
fosforilacijskih mest v aminokislinskem zaporedju. Za iskanje po bazi je bila uporabljena 
UniProt dostopna koda (slika 14). 
3.2.11 qPhos 
Podatkovna zbirka qPhos združuje kvantitativne fosfoproteomske podatke za vrsto Homo 
sapiens. Zbirka vključuje kvantitativne fosforilacijske podatke pridobljene iz PubMed 
podatkovne zbirke, pripise iz  zbirke UniProt in DrugBank in bioinformacijskega portala 
ExPAsy. V nadaljevanju  zbirko dopolnjujejo še podatki o specifičnih kinaznih substratih, 
tako eksperimentalno potrjeni kot tudi zgolj napovedi potencialnih kinaznih 
fosforilacijskih mest na osnovi proteinskega zaporedja. Že potrjena fosforilacijska mesta 
izvirajo iz eksperimentalno osnovane podatkovne zbirke Phospho.ELM, in strežnikov 
PhosphoSitePlus ter MusiteDepp. Napovedi potencialnih kinaznih fosforilacijskih mest 
temeljijo na rezultatih strežnikov GPS in iGPS [25]. Najpreprostejši način uporabe 
podatkovne zbirke je preko iskalnega polja, pri čemer uporabnik opredeli tip iskalnega 
podatka (ime proteina, ime gena proteina, UniProt dostopno kodo, funkcijo proteina). 
Rezultati iskanja so prikazani kot tabela z naslednjimi podatki: UniProt dostopna koda, 
ime gena, zaporedna številka ostanka v ak-zaporedju in del zaporedja, v katerem se to 
fosforilacijsko mesto nahaja, podatki o vzorcu in tipu vzorca (npr. celice, tkivo) iz 
katerega je bil protein izoliran, eksperimentalni pogoji, kvantifikacijska metoda,                      
log2 (T/R) - logaritem razmerja nivoja ekspresije gena v testnem in referenčnem vzorcu 
in P-vrednost [45]. 
 
Slika 14: Iskanje po podatkovni zbirki EPSD. Za iskanje po podatkovni zbirki je uporabljena UniProt dostopna 
koda. Kot primer je na sliki uporabljena UniProt dostopna koda za α-aktinin-4 ( Homo sapiens). 
 




qPhos podatkovna zbirka je bila uporabljena za pridobitev eksperimentalnih podatkov 
fosforilacijskih mest na osnovi podanega aminokislinskega zaporedja. Za iskanje po bazi 
je bila uporabljena UniProt dostopna koda (slika 15). 
 
Slika 15 : Iskanje po podatkovni zbirki qPhos. Za iskanje po podatkovni zbirki je uporabljena UniProt 















4 Rezultati  
4.1 Primerjava aminokislinskih zaporedij spektrinskih ponovitev 
izooblik α-aktinina in njihova evolucijska ohranjenost 
Z uporabo iskalnika podatkovne zbirke UniProt smo pridobili aminokislinska zaporedja 
za α-aktinin-1, α-aktinin-2 in α-aktinin-4. Za nadaljnjo uporabo smo izbrali zaporedja 
vseh treh proteinov pri naslednjih organizmih: Homo sapiens,  Bos taurus in Mus 
musculus. Vsi izbrani podatki predstavljajo v Uniprot podatkovni zbirki ročno anotirane 
vnose.  V tabeli 1 so prikazani podatki o imenu organizma, UniProt dostopni kodi, dolžini 
aminokislinskega zaporedja in dolžini posamezne proteinske domene. Kot je navedeno v 
poglavju 1.4.2 je za nastanek dimera najpomembnejša paličasta domena, sestavljena iz 4 
spektrinskih ponovitev. Zato tabela 1 vsebuje še podatke o dolžini in mestu spektrinskih 
ponovitev. 
Tabela 1: Podatki iz zbirke UniProt o aminokislinskih zaporedjih α-aktininov pri organizmih (Homo 
sapiens, Bos taurus, Mus musculus) [30]. 
 
Za organizme Homo sapiens, Bos taurus in Mus musculus je bila pri posameznem 
proteinu izbrana kanonična oblika aminokislinskega zaporedja. Vsako izmed zaporedij, 
natančneje le zaporedje, ki obsega paličasto domeno posameznega α-aktinina, smo 




















P12814.2 Homo sapiens α-aktinin-1 892 274-384 394-499 509-620 630-733 
P35609.1 Homo sapiens α-aktinin-2 894 274-384 401-506 516-627 637-740 
O43707.2 Homo sapiens α-aktinin-4 911 293-403 413-518 528-639 649-752 
Q3B7N2.1 Bos taurus α-aktinin-1 892 274-384 394-499 509-620 630-733 
Q3ZC55.1 Bos taurus α-aktinin-2 894 281-391 401-506 516-627 637-740 
A5D7D1.1 Bos taurus α-aktinin-4 911 293-403 413-518 528-639 649-752 
Q7TPR4.1 Mus musculus α-aktinin-1 892 274-384 394-499 509-620 630-733 
Q9JI91.2 Mus musculus α-aktinin-2 894 281-391 401-506 516-627 637-740 
P57780.1 Mus musculus α-aktinin-4 912 294-404 414-519 529-640 650-753 




4.1.1 Poravnava  para aminokislinskih zaporedij spektrinskih ponovitev  izooblik                        
α-aktinina s programom BLAST  
S programom smo izvedli poravnavi zaporedja α-aktinina-2 (Homo sapiens) z zaporedji 
α-aktinina-1 in-4 (Homo sapiens). Splošni rezultati poravnav so vidni v tabeli 2. Razvidno 
je, da delež  identičnosti med zaporedij višji od 75 %. O relevantnosti podatkov za 
posamezno poravnavo priča tudi E-vrednost. 
Tabela 2: Splošni rezultati poravnav s programom BLAST [31]. 
 
Iz podrobnejših rezultatov poravnav (tabela 3), ki jih vidimo pri rezultatih algoritma 
BLAST pod razdelkom (angl. Alignments), lahko razberemo še podatke o deležu 
identičnih in podobnih aminokislinskih ostankih ter prisotnosti vrzeli. Delež identičnosti 
za poravnavo zaporedja človeškega α-aktinina-2 z izoobliko 1 je 78 %                                          
(360 AK/459 AK), za izoobliko 4 pa 75,00 % (345 AK/458 AK). Delež podobnih 
aminokislinskih ostankov glede na izoobliko 2 znaša za izoobliko 1 10,23 oz. 12,8% za 
izoobliko 4.  








Vhodno zaporedje     
(angl. Query) 
 







ACTN2_HUMAN ACTN1_HUMAN 763 78,43 0,0 
ACTN2_HUMAN ACTN4_HUMAN 735 75,33 0,0 
Vhodno 
zaporedje     
(angl. Query) 
 










ACTN2_HUMAN ACTN1_HUMAN 360/459 (78%) 407/459 (88%) 0/459 (0%) 
ACTN2_HUMAN ACTN4_HUMAN 345/458 (75%) 404/458 (88%) 0/458 (0%) 




4.1.2 Poravnava aminokislinskih zaporedij spektrinskih ponovitev izooblik                                                             
α-aktinina s programom Clustal Omega 
S programom je bila izvedena poravnava zaporedij paličaste domene α-aktinina-1,                          
α-aktinina-2 in α-aktinina-4. Slika 16 prikazuje podobnost med aminokislinskimi 
zaporedij izooblik α-aktinina iz organizma Homo sapiens, izraženo v  odstotkih. Iz slike 
je razvidno, da je delež identičnost med zaporedij podoben vrednostim, pridobljenim s 
programom BLAST. Pri poravnavi narejeni s programom Clustal Omega, je delež 
identičnosti med zaporedij izooblike 2  in izooblike 1 78.26  za izoobliko 4 pa 75.00 %.  
Slika 17: Struktura homodimera  paličaste domene α-aktinina-2 in prikaz ohranjenosti posameznih 
delov zaporedja na osnovi poravnave aminokislinskih zaporedij α-aktinina-1, α-aktinina-2 in                       
α-aktinina-4. Zeleno obarvana površina se nanaša na dele, ki so najbolj ohranjeni (1), modro označena 
površina na dele z deležem ohranjenosti (0,66) in bela področja predstavljajo delež ohranjenosti (0,33).  
Slika je bila narejena s programom USCF Chimera [10]. 
Na sliki 17 je v barvni shemi površine strukture paličaste domene α-aktinina-2 
upodobljena poravnava zaporedij s programom Clustal Omega. Natančnejši deleži 
identičnosti zaporedij so prikazani na sliki 16. Zeleno obarvana površina označuje dele 
proteinske strukture z največjo stopnjo ohranjenosti (1). Modra površina se nanaša na  
dele s stopnjo ohranjenosti 0,66. Belo označena področja pa predstavljajo najmanj 
ohranjene dele,  z deležem ohranjenosti 0,33. 
Slika 16 : Rezultati poravnave zaporedij α-aktinin-1, α-aktinin-2 in α-aktinin-4 (Homo sapiens) s 
programom Clustal Omega [35]. 
 




4.1.3 Poravnava  para aminokislinskih zaporedij spektrinskih ponovitev izooblik                                                           
α-aktinina (Mus musculus, Bos taurus, Homo sapiens)  s programom BLAST  
Z algoritmom BLAST smo naredili poravnavo zaporedja paličaste domene α-aktinina-1 
(Homo sapiens) z zaporedji α-aktinina-1 pri organizmih Mus musculus in Bos taurus. 
Takšne poravnave so bile izvedene tudi za izoobliki 2 in 4. Splošni (tabela 4) in 
podrobnejši (tabela 5) rezultati omenjenih poravnav kažejo, da med zaporedji α-aktininov 
(Homo sapiens) in ostalih dveh organizmov delež identičnost zavzema vrednosti med 98-
99 %. Tako visok delež identičnosti nakazuje, da je paličasta domena nujno potrebna za 
proteinsko funkcionalnost. 
Tabela 4: Splošni rezultati poravnav s programom BLAST (Mus musculus, Bos taurus, Homo 
sapiens) [31].   
 
 




zaporedje     
 (angl. Query) 
  
Zaporedje iz baze 
(angl. Subject)  
Rezultat                     
(angl. Score) 
Identičnost (%) E-vrednost 
ACTN1_HUMAN ACTN1_MOUSE 950 99,35 0,0 
ACTN1_HUMAN ACTN1_BOVIN 996 99,35 0,0 
ACTN2_HUMAN ACTN2_MOUSE 938 98,91 0,0 
ACTN2_HUMAN ACTN2_BOVIN 934 98,04 0,0 
ACTN4_HUMAN ACTN4_MOUSE 944 98,48 0,0 
ACTN4_HUMAN ACTN4_BOVIN 937 99,35 0,0 
Vhodno 
zaporedje               
(angl. Query)  





Identični + podobni 
aminokislinski 
ostanki (%)  
Vrzeli (%) 
ACTN1_HUMAN ACTN1_MOUSE 457/460 (99%) 457/460 (99%) 0/460 (0%) 
ACTN1_HUMAN ACTN1_BOVIN 457/460 (99%) 458/460 (99%) 0/460 (0%) 
ACTN2_HUMAN ACTN2_MOUSE 455/460 (99%) 458/460 (99%) 0/460 (0%) 
ACTN2_HUMAN ACTN2_BOVIN 451/460 (99%) 459/460 (99%) 0/460 (0%) 
ACTN4_HUMAN ACTN4_MOUSE 453/460 (99%) 457/460 (99%) 0/460 (0%) 
ACTN4_HUMAN ACTN4_BOVIN 457/460 (99%) 459/460 (99%) 0/460 (0%) 




4.1.4 Poravnava  aminokislinskih zaporedij spektrinskih ponovitev  izooblik                     
α-aktinina (Mus musculus, Bos taurus, Homo sapiens) s programom Clustal 
Omega 
S programom je bila narejena poravnava zaporedij paličaste domene α-aktinina-1,                        
α-aktinina-2 in α-aktinina-4 pri različnih organizmih. Slika 18 predstavlja podobnost med 
aminokislinskimi zaporedij α-aktinina-1, -2 in -4 iz organizma Homo sapiens in  izooblik 
α-aktinina- iz organizmov Mus musculus in Bos taurus. Delež identičnosti (98-99%) med 







Slika 18: Rezultati poravnave zaporedij  izooblik α-aktinina (Homo sapiens, Mus musculus, Bos taurus) 
s programom Clustal Omega. Identičnost je izražena v odstotkih [35]. 




4.2  Model paličaste domene heterodimera α-aktinina-1 in -4                       
(Homo sapiens) 
Na osnovi narejenih poravnav zaporedij s programom Clustal Omega in algoritmom 
BLAST smo se odločili, da bo kot matrica za izdelavo modela heterodimera paličaste 
domene α-aktinina-1 in -4 služilo zaporedje α-aktinina-2, saj je delež identičnosti med 
zaporedij relativno visok. S strežnikom SWISS-MODEL sta bila ločeno ustvarjena 
modela homodimera strukture α-aktinina-1 in α-aktinina-4. Naslednji korak v 
modeliranju je predstavljala superpozicija monomerov α-aktinina-1 in α-aktinina-4 z že 
določeno kristalno strukturo α-aktinina-2 (Homo sapiens) v programu USCF Chimera. 
Dostopna koda kristalne strukture α-aktinina-2 v PDB podatkovni zbirki je 4D1E. V 
zadnji stopnji modeliranja je še sledil korak izboljšave energije modela s programom 
GALAXY-WEB. 
4.2.1  Strukturna modela homodimerov α-aktinina-1 in -4 s strežnikom SWISS-
MODEL 
S strežnikom SWIS-MODEL sta bila ustvarjena modela strukture homodimerov                     
α-aktinina-1 in -4 vrste Homo sapiens. Matrica za izgradnjo modela je v obeh primerih 
predstavljala eksperimentalno določena struktura α-aktinina-2 (Homo sapiens). Za 
modeliranje sta bili uporabljeni zaporedjih paličaste domene omenjenih proteinov. V  
tabeli 6  so vidni rezultati ocene kvalitete modelov pripravljenih s strežnikom SWISS 
MODEL. Ocena kvalitete natančnosti terciarne strukture modela (QMQE) kaže visoko 
stopnjo zanesljivosti za oba modela: α-aktinin-1 (QMQE=0,92) in α-aktinin-4                     
(QMQE=0,87). Pri čemer lahko QMQE zavzema vrednosti med 0 in 1, čim višje 
vrednosti pa pomenijo večjo zanesljivost modela. Osnovana je na podlagi rezultatov 
poravnave med tarčnim in matričnim zaporedjem ter rezultatov metode za iskanje matrice 
[36]. Visoko zanesljivost modela še dodatno potrjuje vrednost ocene kakovosti kvartarne 
strukture (QSQE), ki za α-aktinina-1 znaša 0,62 in za α-aktinina-4 0,64. QSQE je 
numerična vrednosti znotraj intervala 0 in 1. Odseva pričakovano natančnost kontaktov 
med verigami v ustvarjenem modelu, izdelanem na osnovi poravnave zaporedij in podane 
strukturne matrice. Vrednosti QSQE nad 0,7 označujejo napovedano kvartarno strukturo 











Tabela 6: Rezultati strežnika SWISS-MODEL [26, 46-49].  
 
Matrica Tarča Identičnost 
zaporedja                     
( %) 
GMQE QSQE Q-MEAN 
4d1e.1.A ACTN1_HUMAN 78,21 0,92 0,62 -0,98 
4d1e.1.A ACTN4_HUMAN 75,11 0,87 0,64 -0,46 
 
Vrednosti zanesljivosti različnih geometrijskih lastnostih celotne strukture modela kot 
tudi posameznih aminokislinskih ostankov združuje vrednost Q-MEAN. Vrednosti                     
Q-MEAN kažejo na dejstvo, da je zanesljivost struktur dobra. Nezanesljivost 
predstavljajo vrednosti Q-MEAN < -4. Na sliki 19 sta prikazana modela strukture 
homodimera  α-aktinina-1 in α-aktinina-4. Rdeče obarvane regije v strukturi označujejo 
območja z nižjimi Q-MEAN vrednosti in s tem dele modela strukture, ki so manj 
zanesljivi. Med tem ko modro obarvane regije kažejo na bolj zanesljive dele. Pri obeh 
strukturnih modelih je opazno, da predel paličaste domene označuje območje                             
(Q-MEAN≈0,8), kjer je kvaliteta strukture dobra. Slednje opažanje še dodatno podkrepi 
slika 20, ki predstavlja poravnavo zaporedij tarče in matrice, obarvanost pa se kot na sliki 
19 nanaša na vrednost Q-MEAN. 
Slika 19: Prikaz modelov strukture paličaste domene homodimerov α-aktinina-1 (B) in α-aktinina-4 
(A) vrste Homo sapiens narejenih s strežnikom SWISS-MODEL [26, 46-49].  




Slika 20: Poravnave tarčnega zaporedja in matrice  pri izgradnji modela strukture s strežnikom 
SWISS-MODEL. A: poravnava zaporedij matrice in zaporedja paličaste domene α-aktinina-4.                      
B: poravnava zaporedij matrice in zaporedja paličaste domene α-aktinina-1. Barvna shema se nanaša 
na vrednosti Q-MEAN, kjer rdeče obarvana območja prikazujejo  manj zanesljive dele strukture, modra pa 
zanesljive dele strukture [26, 46-49].  
 
4.2.2 Izboljšava energije modela strukture α-aktinina-1 in -4 s programom 
GALAXY-WEB 
S funkcijo »Refine Complex« strežnika GALAXY-WEB je bila narejena izboljšava 
energije modela heterodimerne strukture paličaste domene α-aktinina-1 in -4. V programu 
USCF Chimera smo izvedli superpoziciji struktur α-aktinina-1 in α-aktinina-4 s strukturo 
α-aktinina-2. Tako pripravljen model strukture  smo v datoteki PDB vnesli v strežnik 
GALXY-WEB. Rezultati strežnika so predstavljeni v tabeli 7. Strežnik je ustvaril 10 
različnih modelov, ki se med seboj razlikujejo glede na: območje stične površine, energijo 
modela, delež zaželenih kotov v Ramachandrovem diagramu (angl. Rama favored), 
MolProbitiy vrednost [50], oceno medatomskih trkov (angl. Clash score) in delež 
nezaželenih kotov v Ramachandrovem diagramu (angl. Rotamer outlier). Prav tako je 
bila v programu USCF Chimera izvedena superpozicija modela 1 in preostalih modelov. 
RMSD vrednosti prikazane v tabeli 8 predstavijo ustvarjene modele kot strukturno 
podobne. Za analizo interakcij je bil na podlagi vrednosti stične površine in energije 










Tabela 7: Rezultati strežnika GALAXY-WEB za model heterodimerne strukture paličaste domene 




Model 1 Model 2 Model 3 Model 4 Model 5 
Stična 
površina 
2836,9 5177,3 5129,8 5056,2 5202,5 5034,1 
MolProbity 2,384 1,552 1,506 1,490 1,602 1,501 
Clash score 8,0 10,8 9,6 9,2 10,6 9,5 
Rotamer 
outlier 
15,9 0,4 0,4 0,6 1,2 0,7 
Rama 
favored 








Model 6 Model 7 Model 8 Model 9 Model 10 
Stična 
površina 
2836,9 3638,0 3856,4 3659,1 3900,5 3843,4 
MolProbity 2,384 1,471 1,382 1,389 1,434 1,409 
Clash score 8,0 8,8 6,9 7,1 8,0 7,5 
Rotamer 
outlier 
15,9 0,8 0,6 0,7 1,0 0,4 
Rama 
favored 




- - 42775,127 - 42767,845 - 42763,377 - 42760,517 - 42741,914 
 
Tabela 8: RMSD vrednosti pri superpoziciji strukturnega modela 1 in strukturnih modelov 2-10. 





















4.2.3 Analiza interakcij in stične površine modela strukture α-aktinina-1 in -4 s 
spletnim orodjem PDBePISA in strežnikom InterProSurf 
S spletnim orodjem PDBePISA in s strežnikom InterProSurf je bila izvedena analiza 
stične površine znotraj heterodimernega kompleksa. Vhodni podatki so bili v obeh 
primerih podani v obliki datoteke PDB s koordinatami modela strukture. Rezultati 
strežnika PDBePISA so predstavljeni v tabeli 9, iz katere je vidno, da je za izolirani 
monomerni enoti  α-aktinina-4 značilna topilu dostopna površina v velikosti 29.827 Å2  
za α-aktinina-1 in 29.220 Å2  za α-aktinina-4. Ta predstvlja celotno površino, dostopno 
topilu, merjeno v A2. Delež aminokislinskih ostankov na stičišču (tabela 11)  se med 
monomeroma drastično ne razlikuje, za verigo α-aktinina-1 je to 27,9 % (131 
aminokislinskih ostankov) in za verigo α-aktinina-4 je to 25,4 %  (117 aminokislinskih 
ostankov). Medfazna površina znotraj  heterodimera zavzema 5167,8 Å2, kar nakazuje na 
dejstvo, da ima nastala površina določeno fiziološko funkcijo. Medfazna površina je 
definirana kot polovica razlike celotnih topilu dostopnih površin v monomernem in 
oligomernem stanju. V nadaljevanju je bila izračunana prosta energija nastanka stične 
površine ( ΔiG = -28 kcal/mol ), ki je izračunana kot razlika prostih energij v 
monomernem in oligomernem stanju. Negativne vrednosti ΔiG nakazujejo prisotnost 
hidrofobnih interakcij. Hidrofoben značaj površine še dodano podkrepi vrednost ΔiG-P, 
ta znaša 0,344. ΔiG-P je P-vrednost proste energije nastanka stične površine. Pojasnjuje, 
v kakšni meri je z ozirom na vrednost ΔiG pričakovan hidrofobni značaj pomemben za 
nastanek interakcij na stični površini. Če je P-vrednost > 0,5 to pomeni, da je ima stična 
površina manj hidrofobnega značaja kot bi pričakovali in je najverjetneje napaka, nastala 
pri zlaganju v kristalno mrežo. P-vrednosti < 0,5 kažejo na stično površino z več 
hidrofobnega značaja, kar nakazuje na dejstvo, da je površina pomembna za nastanek 
interakcij [40]. V modelu strukture so zraven hidrofobnih interakcij prisotne še H-vezi 
(45) in ionske interakcije oz. solni mostički (39). 
Tabela 9: Rezultati spletnega orodja PDBePISA za model  strukture paličaste domene 
















Število                         




516 131 29.827 498 117 29.220 
 













5167,8 - 28,0 0,344                           45 39 




Tabela 10: Rezultati spletnega strežnika InterProSurf za model  strukture paličaste domene 







Tabela 10 vsebuje rezultate strežnika InterProSurf, nanašajoče se na lastnosti 
interakcijskih površin v dimeru. Vrednost skupne površine za ločena monomera znaša za 
α-aktinin-1 29276,41 Å2, za α-aktinin-4 28697,22 Å2.. Te vrednosti se ujemajo z 
vrednostmi površine ločenih monomernih enot, pridobljenih s spletnim orodjem 
PDBePISA. Iz tabele 10 je še moč razbrati, da 60 % ima skupne površine heterodimera 
nepolaren značaj.  
Tabela 11:Rezultati spletnega orodja PDBePISA za posamezno verigo v  modelu  strukture 
































11.521,52 11.754,88 29.276,41 11.528,21 17.169,01 28.697,22 
 
Heterodimer α-aktinina-1 in -4 
Polarna 








19.049,76                 28.453,91                       47.503,66                          
 
Veriga A (ACTN1)  Veriga B (ACTN4) 
Število atomov 
Stična površina 516 13,% 498 13,0% 
Površina 2560 65,9% 2476 64,9% 
Skupno 3.885 100,0% 3.818 100,0% 
Število aminokislinskih ostankov     
Stična površina 131 27,9% 117 25,4% 
Površina 462 98,3% 445 96,7% 
Skupno 470 100,0% 460 100,0% 
Topilu dostopna površina [ Å]  
    
Stična površina 5203,1 17,4% 5132,6 17,6% 
Skupno 29.827,2 100,0% 29.219,6 100,0% 
Prosta energija Δf G 
[kcal/mol] 
    
izolirana struktura -351,0 100,0% -340,2 100,0% 
pridobitev energije ob nastanku 
kompleksa 
-14,6 4,1% -13,5 4,0% 





Razporeditev hidrofobnih in hidrofilnih delov površine v modelu heterodimera je 
prikazana na sliki 21. Opazimo lahko, da ima površina, ki je izpostavljena topilu, močan 
(modra) do rahel hidrofilen značaj (bela), pretežni del hidrofobne površine se nahaja v 
notranjosti dimera in poteka vzdolž interakcijske ravnine. 
Tabeli 12 in 13 prikazujeta v interakcijo vključene aminokislinske ostanke znotraj 
posamezne spektrinske ponovitve v verigi α-aktinina-1 in α-aktinina-4. Združujeta 
rezultate spletnega orodja PDBePISA in InterProSurf. Modro zasenčena polja označujejo 
aminokislinske ostanke, ki so glede na rezultate obeh virov pomembni za tvorbo 
interakcij. Neobarvana polja predstavljajo le za interakcije ključne aminokislinske 
ostanke na osnovi rezultatov spletnega orodja PDBePISA. Vseh v interakcije vključenih 
aminokislinskih ostankov  znotraj  verige α-aktinina-1 je 94, znotraj verige α-aktinina-4 
pa 100. V Tabeli 14 so aminokislinski ostanki razdeljeni v skupine glede na polarnost. V 
verigi α-aktinina-4 predstavlja največji delež aminokislinskih ostankov nepolarne 
alifatske aminokisline (27 %), tem sledijo polarne s pozitivnim nabojem (23 %) in nato 
polarne, nenabite (21 %). V verigi α-aktinina-1 največji delež predstavljajo nepolarne 
alifatske aminokisline (25,53 %), tem sledijo polarne nenabite (23,4 %), nato z enakim 





Slika 21: Prikaz modela strukture heterodimera α-aktinina-1 in -4 glede na hidrofobnost površine. 
A: prikaz površine obeh podenot dimera. B: prikaz površine verige α-aktinina-4. C: prikaz površine 
verige α-aktinina-1. Na sliki so vidni  najbolj hidrofilni deli površine (modra) in najmanj hidrofilni (bela). 
Hidrofobni deli so označeni z oranžno bravo. Slika je bila narejena s programom UCSF Chimera [10]. 




Tabela 12 : Aminokislinski ostanki vključeni v interakcije znotraj spektrinskih ponovitev 1 in 2  v 
modelu heterodimera α-aktinina-1 in -4,  določeni z uporabo strežnikov PDBePISA in InterProSurf. 








































386 Ile 405 Ile 
387 Arg 406 Arg 
390 Glu 409 Glu 
391 Arg 
 
393 Asp 412 Asp 
394 His 413 His 
397 Glu 416 Glu 
398 Lys 417 Lys 
401 Gln 420 Gln 
402 Lys 421 Lys 
404 Ser 
 
405 Ile 424 Ile 
406 His 425 His 
408 Ala 
 





416 Met 435 Met 
417 Leu 
 
426 Thr 445 Thr 
427 Leu 446 Leu 
428 Ser 447 Ser 
429 Glu 448 Asp 
431 Lys 
 
432 Ala 451 Ala 
433 Leu 452 Leu 
435 Lys 454 Arg 
436 Lys 455 Lys 
439 Ala 458 Ala 
440 Phe 459 Phe 
443 Asp 462 Asp 
446 Ala 465 Ala 
447 His 466 His 
450 Arg 469 Arg 













306 Met 325 Ile 
310 Gln 329 Gln 
313 Leu 332 Leu 
314 Glu  333 Glu  
316 Phe 
 
317 Arg 336 Arg 
318 Asp 337 Asp 
320 Arg 339 Arg 
321 Arg 340 Arg 
322 Leu 341 Val 
324 Lys 343 Lys 
325 Pro 344 Pro 
326 Pro 
 
328 Val 347 Val 
329 Gln 348 Gln 
331 Lys 350 Lys 
332 Cys 351 Cys 
333 Gln 
 
335 Glu 354 Glu 
336 Ile 355 Ile 
338 Phe 
 
339 Asn 358 Asn 
340 Thr 359 Thr 
342 Gln 
 















372 Glu 391 Glu 
375 Glu 
 
376 Lys 395 Lys 
379 Glu 398 Glu 
380 Glu 399 Glu  
401 Leu 
383 Leu 402 Leu 




Tabela 13 : Aminokislinski ostanki vključeni v interakcije znotraj spektrinskih ponovitev 3 in 4  v 
modelu heterodimera α-aktinina-1 in -4,  določeni z uporabo strežnikov PDBePISA in InterProSurf. 



































508 Asp 527 Asp 
512 Leu 531 Leu 
515 Ala 534 Ala 
519 Ala 538 Ala 
522 Asn 
 
523 Asn 542 Asn 
525 Met 
 
526 Glu 545 Glu 
527 Gly 546 Ser 
529 Met 548 Met 
530 Glu 549 Glu 
533 Gln 552 Gln 
534 Asp 553 Asp 
535 Thr 554 Met 
536 Phe 555 Phe 
537 Ile 556 Ile 
539 His 558 His 
586 Met 606 Ser  
608 Ser 
590 Asn 609 Asn 
591 Pro 610 Pro 
592 Tyr 611 Tyr 
593 Thr 612 Thr 
594 Thr 613 Thr 
595 Ile 614 Val 
596 Thr 615 Thr 
599 Glu 618 Ile  
621 Ser 
603 Lys 622 Lys  
625 Lys  

















679 Val 698 Val 
682 Lys 701 Lys 
685 Ile 704 Leu 
686 Asp 705 Asp 
687 Gln 
 
689 Glu 708 Glu 
690 Gly 709 Gln 
692 His 711 His 
693 Gln 712 Gln 
696 Gln 715 Gln 
697 Glu 716 Glu 
699 Leu 718 Leu 
701 Phe 720 Phe 
702 Asp 721 Asp 
709 Thr 728 Thr 
711 Glu 730 Glu 
 
731 His 
714 Arg 733 Arg 
715 Val 734 Val 
718 Glu 737 Glu 
719 Gln 738 Gln 
721 Leu 740 Leu 
722 Thr 741 Thr 
 
743 Ile 
725 Ala 744 Ala 
726 Arg 745 Arg 
728 Ile 747 Ile 
729 Asn 748 Asn 
732 Glu 751 Glu 
733 Asn 752 Asn 




Tabela 14: Razvrstitev aminokislinskih ostankov pomembnih za interakcije znotraj spektrinskih 
ponovitev v modelu strukture heterodimera α-aktinina-1 in -4. Aminokislinski ostanki so  glede na 
polarnost razvrščeni v skupine. 
 
 
Slika 22 predstavlja grafično ponazoritev poravnave aminokislinskih zaporedij  paličaste 
domene α-aktinina-1, α-aktinina-2 in α-aktinina-4. Poravnava je bila narejena s 
programom Clustal Omega. Je grafična reprezentacija poravnave opisane v poglavju 
4.1.2. Obarvana področja na sliki označujejo aminokislinske ostanke vključene v 
interakcije. Teh aminokislinskih ostankov je na stični površini med podenotama v 
homodimeru α-aktinina-2 92, od tega je 69 takih interakcijskih pozicij, ki so pri                     
α-aktininu-1 in-4 ohranjene. Od 92 je 10 takšnih poziciji, ki so ohranjena le pri                               






ACTN4_HUMAN SP_1 SP_2 SP_3 SP_4  Skupno Delež (%) 
Nepolarne alifatske AK 5 8 7 7  27 27 
Nepolarne aromatske 
AK 
1 1 1 1  4 4 
Polarne, s pozitivnim 
nabojem 
5 9 4 5  23 23 
Polarne,  z negativnim 
nabojem 
5 4 4 7  20 20 
Polarne, nenabite AK 6 3 5 7  21 21 
Posebne ( Cys, Gly, Pro) 3 1 1 0  5 5 
        
Skupno 25 26 22 27  100  
ACTN1_HUMAN SP_1 SP_2 SP_3 SP_4  Skupno Delež (%) 
Nepolarne alifatske AK 6 8 5 5  24 25,53 
Nepolarne aromatske 
AK 
2 2 1 1  6 6,38 
Polarne, s pozitivnim 
nabojem 
6 9 1 3  19 20,21 
Polarne,  z negativnim 
nabojem 
4 4 4 7  19 20,21 
Polarne, nenabite AK 6 3 6 7  22 23,4 
Posebne ( Cys, Gly, Pro) 2  0 2 0 
 4 4,25 
        
Skupno 26 26 19 23  94  























Slika 22: Grafični prikaz poravnave aminokislinskih zaporedij α-aktinina-1, α-aktinina-2 in                   
α-aktinina-4 (Homo sapiens). Poravnava je bila ustvarjena s programom Clustal Omega. Označena polja 
se nanašajo aminokislinske ostanke vključene v interakcije in pridobljene s strežnikom InterProSurf ter 
PDBePISA  [33-35, 41, 42]. 




4.3  Vpliv fosforilacije na nastanek heterodimerne  strukture                     
α-aktinina -1 in – 4 
4.3.1 Napoved potencialnih fosforilacijskih mest s  programom NetPhos in analiza  
fosforilacijskih mest  s podatkovno zbirk qPhos in EPSD 
Vhodni podatki so pri strežniku NetPhos predstavljali aminokislinsko zaporedje                    
α-aktinina-1 in α-aktinina 4 vrste Homo sapiens. Iskanje po podatkovnih zbirkah EPSD 
in qPhos je potekalo z UniProt dostopnima kodama za α-aktinina-1 (P12814) in                       
α-aktinina-4 (O43707) vrste Homo sapiens. V tabelah 15 in 16 so navedeni rezultati 
strežnika NetPhos, ki omogoča napoved potencialnih fosforilacijskih mest na osnovi 
danega aminokislinskega zaporedja (NetPhos 3.1) in rezultati podatkovnih zbirk 
eksperimentalno pridobljenih podatkov−qPhos in EPSD (Eukaryotic Phosporylation Site 
Database). Modro obarvana polja v tabelah označujejo potencialne interakcijske 
aminokislinske na stični površini med podenotama. 
V primeru α-aktinina 1 ( slika 23)  so ti aminokislinski ostanki sledeči : 343 Thr, 426 Thr, 
428 Ser in 722 Thr. Aminokislinski ostanki 592 Tyr, 594 Thr in 596 Thr ne predstavljajo 
eksperimentalno potrjenih fosforilacijskih mest. Poudarjeno označen aminokislinski 
ostanek (709 Thr) tvori interakcije na stičišču monomerov le glede na rezultate strežnika 
PDBePISA. Za zaporedje α-aktinina 4 ( slika 23) so interakcije prisotne na mestih: 362 
Thr, 455 Thr, 447 Ser, 611 Tyr, 613 Thr in 741 Thr. Interakcijski aminokislinski ostanki 








Slika 23: Prikaz v interakcijo vključenih aminokislinskih ostankov, ki predstavljajo potencialna 
fosforilacijska mesta v modelu strukture heterodimera α-aktinina-1 in -4.  Prikazani sta verigi                       
α -aktinina-1 (zlata) in α- aktinina 4 (siva). Označeni so aminokislinski ostanki α-aktinina-1: [343 Thr, 426 
Thr, 428 Ser, 722 Thr]-modra in aminokislinski ostanki α-aktinina-4: [362 Thr, 455 Thr, 447 Ser, 611 Tyr, 
613 Thr in 741 Thr] - rdeča in [606 Ser, 608 Ser, 612 Thr, 728 Thr]-oranžna. Slika je bila narejena s 
programom UCSF Chimera [10, 44, 45]. 
 




Tabela 15 :  Rezultati napovedi fosforilacijskih mest ( NetPhos) in  eksperimentalna določitev fosforilacijskih 
mest ( EPSD in qPTM)  znotraj spektrinskih ponovitev α- aktinina 4 ( Homo sapiens). Modro obarvana polja v 
































NetPhos_ACTN4 EPSD_ACTN4 qPTM_ACTN4 
298 Tyr 298 Tyr 298 Tyr 
303 Ser 303 Ser 303 Ser 
312 Thr 312 Thr 312 Thr 
 324 Thr  
 338 Tyr  
 359 Thr 359 Thr 
362 Thr 362 Thr 362 Thr 
367 Ser 367 Ser 367 Ser 
 375 Ser 375 Ser 
 381 Ser 381 Ser 
397 Tyr 397 Tyr  
423 Ser 423 Ser 423 Ser 
429 Thr 429 Thr 429 Thr 
441 Tyr 441 Tyr 441 Tyr 
445 Thr 445 Thr 445 Thr 
447 Ser 447 Ser 447 Ser 
461 Ser 461 Ser 461 Ser 
485 Tyr 485 Tyr 485 Tyr 
486 Tyr 486 Tyr 486 Tyr 
 488 Ser 488 Ser 
 493 Thr 493 Thr 
507 Ser 507 Ser 507 Ser 
 509 Thr 509 Thr 
511 Ser 511 Ser 511 Ser 
519 Thr   
 533 Tyr 575 Ser 
546 Ser   
559 Thr   
568 Thr   
576 Thr  576 Thr 
606 Ser 606 Ser  
608 Ser 608 Ser 608 Ser 
611 Tyr 611 Tyr 611 Tyr 
 612 Thr 612 Thr 
613 Thr 613 Thr 613 Thr 
615 Thr 615 Thr 615 Thr 
 621 Ser 621 Ser 
 642 Ser 642 Ser 
646 Ser   
656 Ser 656 Ser 656 Ser 
667 Thr 667 Thr  
676 Ser  676 Ser 
682 Thr 682 Thr 682 Thr 
688 Ser  688 Ser 
 693 Tyr  
696 Ser 696 Ser 696 Ser 
 700 Tyr  
 725 Thr  
727 Tyr 727 Tyr 727 Tyr 
 728 Thr 728 Thr 
741 Thr 741 Thr 741 Thr 
742 Thr   
 746 Thr 746 Thr 




Tabela 16: Rezultati napovedi fosforilacijskih mest ( NetPhos) in  eksperimentalna določitev fosforilacijskih 
mest ( EPSD in qPTM)  znotraj spektrinskih ponovitev α- aktinina 1 ( Homo sapiens). Modro obarvana polja v 































NetPhos_ACTN1 EPSD_ACTN1 qPTM_ACTN1 
279 Tyr 279 Tyr 279 Tyr 
284 Ser 284 Ser 284 Ser 
293 Thr  293 Thr 
 319 Tyr  
 340 Thr 340 Thr 
343 Thr 343 Thr 343 Thr 
348 Ser 348 Ser 348 Ser 
 356 Ser  
362 Ser 362 Ser 362 Ser 
378 Tyr 378 Tyr  
404 Ser 404 Ser 404 Ser 
410 Thr 410 Thr  
422 Tyr 422 Tyr 422 Tyr 
 424 Thr 424 Thr 
426 Thr 426 Thr 426 Thr 
428 Ser 428 Ser 428 Ser 
442 Ser 442 Ser 442 Ser 
466 Tyr 466 Tyr  
467 Tyr 467 Tyr  
469 Ser   
471 Ser 471 Ser  
490 Thr   
 511 Tyr  
 514 Tyr  
540 Thr   
548 Thr   
549 Thr   
557 Thr   
 576 Ser  
581 Thr   
 582 Tyr 582 Tyr 
589 Thr   
592 Tyr   
594 Thr   
596 Thr   
619 Thr  619 Thr 
648 Thr   
657 Ser   
663 Thr   
669 Ser 669 Ser  
  674 Tyr 
677 Ser  677 Ser 
 681 Tyr 681 Tyr 
 706 Thr  
708 Tyr 708 Tyr 708 Tyr 
 709 Thr  
722 Thr 722 Thr 722 Thr 
727 Thr 727 Thr 727 Thr 




5 Razprava  
 
V sklopu diplomskega dela smo z uporabo metod homolognega modeliranja napovedali 
3D-strukturo paličaste domene heterodimera α-aktinina-1 in-4 vrste Homo sapiens, s 
spletnimi orodji  in strežniki smo preučili interakcije vzdolž stične površine podenot in 
potencialna fosforilacijska mesta, ki bi morda vplivala na nastanek heterodimerne 
strukture v rakavih celicah. 
S programom Clustal Omega smo izvedli primerjavo aminokislinskih zaporedij  paličaste 
domene α-aktinina-1, -2 in-4 vrste Homo sapiens. Rezultati te poravnave so pokazali, da 
je delež identičnosti za zaporedji α-aktinina-2 in α-aktinina-1 75%, za zaporedji                          
α-aktinina-2 in α-aktinina-4 78,26%. Rezultati poravnav (α-aktinin-2 in-1 ter                                     
α-aktinina-2 in-4) narejenih s programom BLAST, so se ujemali s podatki o identičnosti 
zaporedij poravnav, izvedenih s programom Clustal Omega. Poravnava s programom 
BLAST je podala še dodatne informacije o deležu podobnih aminokislinskih ostankov, 
ki za par α-aktinina-2 in-1 znaša 10,23 % in za α-aktinina-2 in-4 12,8%. S primerjavo 
omenjenih proteinov pri treh različnih organizmih (Homo sapiens, Bos taurus in Mus 
musculus), smo raziskali še evolucijsko ohranjenost spektrinskih ponovitev α-aktinina-1, 
-2 in-4. Deleži identičnosti med zaporedij posamezne izooblike med tremi evolucijsko 
dokaj oddaljenimi vrstami znašajo med 98-99 %, kar kaže na dejstvo, da je območje 
spektrinskih ponovitev pomembno za proteinsko funkcionalnost. 
Na osnovi rezultatov poravnav zaporedij smo izbrali matrico za izdelavo strukturnih 
modelov na osnovi homologije homodimerov paličaste domene α-aktinina-1 in -4 (Homo 
sapiens). Modela strukture sta bila ustvarjena z uporabo strežnika SWISS-MODEL. 
Ocene kvalitete modelov struktur v splošnem opisujejo ustvarjene modele kot zanesljive. 
Ocena kvalitete natančnost terciarne strukture modela (QMQE) zavzema za α-aktinin-1 
vrednost 0,92 in za α-aktinin-4 0,87. Glede na to, da je najvišja možna vrednost QMQE 
enaka 1, lahko predpostavljeno terciarno strukturo modelov ocenimo za zelo zanesljivo. 
Vrednost ocene kakovosti kvartarne strukture (QSQE) za α-aktinin-1 znaša 0,62 in za α-
aktinin-4 0,64. Vrednosti QSQE, višje od 0,7 pomenijo, da je predpostavljena kvartarna 
struktura zelo zanesljiva. Tej vrednosti se približata tudi vrednosti ocene kakovosti 
kvartarne strukture za oba ustvarjena modela. 
Naslednji korak je v modeliranju predstavljala superpozicija monomerov α-aktinina-1 in 
α-aktinina-4 z že določeno kristalno strukturo α-aktinina-2 (Homo sapiens) v programu 
USCF Chimera. Na tak način ustvarjenemu modelu paličaste domene heterodimera           
α-aktinina-1 in-4 je sledila izboljšava energije modela s strežnikom GALAXY-WEB. 
Strežnik je podal 10 različnih modelov strukture, od katerih smo izbrali model z največjo 
stično površino in najnižjo vrednostjo energije.  




Na podlagi tako pripravljenega modela smo izvedli analize interakcij in stične površine 
med podenotama znotraj dimera s spletnim orodjem PDBePISA in strežnikom 
InterProSurf.  Z ozirom na rezultate strežnika PDBePISA je za izolirani monomerni enoti  
α-aktinina-1 in α-aktinina-4 značilna topilu dostopna površina v velikosti 29.827 Å2  za 
α-aktinina-1 in 29.220 Å2 za α-aktinina-4. Medfazna površina znotraj heterodimera 
zavzema 5167,8 Å2, kar nakazuje na dejstvo, da ima nastala površina fiziološko funkcijo. 
Ti rezultati se skladajo z rezultati pridobljenimi s strežnikom InterProSurf. Za stično 
površino med podenotama so značilne hidrofobne interakcije, solni mostički in vodikove 
vezi. 
Prisotnost hidrofobni interakcij še dodatno potrjuje negativna vrednost ΔiG (-28 kcal/mol) 
in vrednost ΔiG-P (-0,274). Omenjeni vrednosti sta primerljivi z vrednostmi                               
ΔiG (-21,4 kcal/mol) in ΔiG-P (-0,344), značilnimi za fiziološko relevantno interakcijsko 
površino strukture paličaste domene homodimera α-aktinina-2 (Homo sapiens), ki znaša 
2669,8 Å2. To v nadaljevanju predstavlja 9,1 % površine monomera, ki postane ob 
dimerizaciji nedostopna topilu [11]. Za to stično površino so zraven hidrofobnih 
interakcij, značilni še solni mostički in vodikove vezi [41]. Velikost interakcijske 
površine v homodimeru se ujema z vrednostmi, ki so značilne za stabilne homodimere. 
Te vrednosti se v splošnem za homodimerne proteinske komplekse gibljejo znotraj 
intervala  368 - 4746 Å2, hkrati pa velja, da imajo večji proteinski kompleksi, posledično 
tudi večje interakcijske površine, ki lahko odstopajo od prej omenjenih vrednosti. 
Stabilnost homodimera α-aktinina-2 dodatno potrjujeta vrednosti ΔiG in ΔiG-P, ki 
prisotne hidrofobne interakcije definirata kot interakcije pomembne za tvorbo dimera. 
Hidrofobne interakcije, specifični solni mostički in H-vezi so tri ključne zvrsti interakciji, 
odgovorne za nastanek in stabilnost tako homo- kot tudi heterodimernih proteinskih 
kompleksov [51]. Za heterodimerne proteinske komplekse so karakteristične stične  
površine z  manj izrazitim hidrofobnim značajem, saj bi bili izredno hidrofobni deli na 
stičišču podenot energetsko neugodni. Takšen trend je na osnovi vrednosti ΔiG in ΔiG-P 
opazen tudi za model strukture heterodimera α-aktinina-1 in-4. Če primerjamo velikosti 
stične površine v modelu strukture heterodimera (S = 5167,8 Å2), opazimo da je vrednost 
primerljiva z vrednostmi za stabilne homodimerne komplekse. To v nadaljevanju 
predstavlja ≈17,5 % površine monomera, ki postane ob dimerizaciji nedostopna topilu.  
 Rezultati strežnika InterProSurf podajo še dodatno informacijo, da je 60 % celotne  
površine, vključene v interakcije, v heterodimeru hidrofobnega značaja. V največjem 
odstotku so na stični površini med podenotama α-aktinina-1 in-4 zastopani aminokislinski 
ostanki nepolarnega in alifatskega tipa. Pri α-aktinina-1 glede na zastopanost sledijo 
polarni ostanki, brez naboja pri α-aktinina-4 pa polarni s pozitivnim nabojem. Vseh 
interakcijskih aminokislinskih ostankov  znotraj  verige α-aktinina-1 je 94, znotraj verige 
α-aktinina-4 pa 100. Če primerjamo položaje aminokislinskih ostankov, vključenih v 
interakcije, v homodimeru α-aktinina-2 z heterodimerom α-aktinina-1 in-4, vidimo, da je 
75 % položajev, kjer prihaja do interakcij, ohranjenih. Pojavljajo pa se tudi mesta, ki se 




znotraj homodimera α-aktinina-2 ne pojavljajo. Djinovic´-Carugo in sodelavci so ob 
določitvi strukture paličaste domene α-aktinina-2 identificirali  na stičišču podenot 76 
aminokislinskih ostankov, stično površino pa okarakterizirali s specifičnimi solnimi 
mostički in hidrofobnimi odseki [11]. Število interakcijskih ostankov se rezultatov 
strežnika InterProSurf in orodja PDBePISA razlikuje. To razliko bi lahko pripisali 
dejstvu, da so bili parametri za določitev interakcijskih ostankov bolj restriktivni kot ti, 
ki so uporabljeni pri generiranju rezultatov s prej omenjenima orodjima. 
Na podlagi podatkov o potencialnih fosforilacijskih mestih (NetPhos 3.1) in 
eksperimentalno določenih (qPhos, EPSD), je vidno, da je za zapisa α-aktinina-1 in -4 
maksimalno mogočih 10 interakcijskih mest, ki so hkrati še tarča fosforilacije  (Ser, Thr, 
Tyr). V nadaljevanju to pomeni, da je 40 % (α-aktinina-1) oziroma 60 % (α-aktinina-4) 
takih mest tudi eksperimentalno potrjenih, kar pa bi v pogojih spremenjene fosforilacije 






















V sklopu diplomskega delu smo napovedali 3D-strukturo paličaste domene heterodimera                                         
α-aktinina-1 in-4 vrste Homo sapiens na osnovi metode homolognega modeliranja. Model 
strukture je bil konstruiran z uporabo strežnika SWISS-MODEL, ocene kvalitete modela 
pa kažejo na visoko stopnjo zanesljivosti modela.  
S spletnimi orodji (PDBePISA) in strežniki (InterProSurf) smo preučili interakcije vzdolž 
stične površine podenot v heterodimeru. Rezultati so pokazali, da medfazna površina 
znotraj heterodimera zavzema 5167,8 Å2. Za stično površino med monomeroma so 
značilne hidrofobne interakcije. To dejstvo potrjuje še negativna vrednost ΔiG (-28 
kcal/mol) in vrednost ΔiG-P (-0,344). Na stični površini so še prisotne vodikove vezi (45) 
in ionske interakcije (39). Rezultati strežnika InterProSurf kažejo na dejstvo, da je 60 % 
celotne interakcijske površine v heterodimeru hidrofobnega značaja.Na osnovi rezultatov, 
dobljenih s strežniki InterProSurf PDBePISA, predvidevamo, da je v heterodimeru v 
interakcijo udeleženih 94 ak-ostankov znotraj verige α-aktinina-1 in 100 ak-ostankov v 
verigi α-aktinina-4. Od teh je v verigi α-aktinina-1 25,5 %  in v verigi α-aktinina-4 27 %  
takšnih, ki so nepolarnega in alifatskega tipa. Na osnovi pridobljenih rezultatov lahko 
sklepamo, da je model strukture heterodimera stabilen proteinski kompleks. 
Raziskali smo tudi potencialna fosforilacijska mesta, ki bi morda vplivala na nastanek  
heterodimerne strukture v rakavih celicah. Na osnovi strežnika NetPhos 3.1 in 
podatkovnih baz qPhos in EPSD predpostavljamo, da  je 40% (α-aktinina-1) oziroma 60%                   
(α-aktinina-4) fosforilacijskih mest, udeleženih v interakcije, bilo predpostavljenih na 
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